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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
Bakterija Clostridium difficile (C. difficile) se v Sloveniji ter svetu redno uvršča med 
pogostejše okužbe gastrointestinalnega trakta v bolnišničnem okolju (Martin in sod., 
2016). Glavni povod za okužbo je porušena črevesna mikrobiota, medtem ko za zdravo 
mikrobioto velja, da preko različnih mehanizmov ob izpostavitvi uspešno zavira rast 
bakterije, njeno virulenco ali pa preprečuje germinacijo spor v vegetativno stanje 
(Seekatz in Young, 2014; Shen, 2015). Najbolj izpostavljeni so posledično ostareli ter 
posamezniki na antibiotični terapiji, pri čemer lahko bolezenski simptomi variirajo od 
blažje driske do hudih oblik vnetja sluznice ter debelega črevesja, ki so lahko za bolnika 
tudi usodni. 
Primarno zdravljenje okužbe z bakterijo C. difficile poteka z antibiotiki (vankomicin ali 
metronidazol), ki pa zaradi širokospektralnega delovanja vodijo v porušenje 
komenzalne mikrobiote. Ti posamezniki postanejo dodatno dovzetni za ponovne 
okužbe, ki se zgodijo v približno tretjini primerov, pri čemer lahko večkratne ponovne 
okužbe vodijo v hujše oblike bolezni (Deshpande in sod., 2015). V zadnjem času se je 
kot visoko uspešna terapija za tovrstne primere uveljavila fekalna transplantacija (angl: 
fecal microbiota transpantation), za katero smatramo, da deloma povrne funkcionalnost 
zdrave črevesne mikrobiote, vključno z odpornostjo proti kolonizaciji patogenih bakterij 
kot na primer C. difficile (Liubakka in Vaughn, 2016). 
Ker je metoda fekalne transplantacije invazivna ter neprijetna za bolnika, in ker so 
dolgoročni vplivi na prejemnika slabo poznani ter zaradi kompleksnosti delovanja 
črevesne mikrobiote težko opredeljivi, se veliko truda vlaga v razumevanje mikrobnih 
mehanizmov odpornosti proti kolonizaciji z bakterijo C. difficile ter identifikacijo 
mikroorganizmov ali konzorcijev mikroorganizmov, ki so za te mehanizme odgovorni. 
Znanje na tem področju bo vodilo v razvoj probiotičnih pripravkov, ki bodo v 
primerjavi s fekalno transplantacijo bolje preučeni, iz vidika proizvodnje lažje vodljivi 
ter iz vidika administracije prijaznejši do bolnika. 
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1.1 NAMEN DELA 
Namen doktorske disertacije je bil z različnimi pristopi identificirati mikroorganizme ali 
združbe mikroorganizmov, ki so povezani z odpornostjo proti kolonizaciji z bakterijo C. 
difficile. Izbrali smo in vivo pristop, ki je vključeval populacijsko analizo skupine 
hospitaliziranih bolnikov na Oddelku za gastroenterologijo (UKC Maribor), pri čemer 
smo opisali razlike med koloniziranimi ter ne-koloniziranimi z bakterijo C. difficile. 
Skupino hospitaliziranih bolnikov smo dodatno ločili na posameznike s kroničnimi 
vnetnimi črevesnimi boleznimi (KVČB) ter ostale, saj so bolniki s KVČB zaradi 
predhodno porušene črevesne mikrobiote rizična skupina za okužbo. Drugi pristop je 
vključeval in vitro modulacijo črevesne mikrobiote v sistemu pretočnih bioreaktorjev, 
pri čemer smo 24 moduliranih mikrobiot izpostavili bakteriji C. difficile ter opazovali 
uspešnost kolonizacije ter semikvantitativno določili aktivnost toksinov TcdA in TcdB 
bakterije C. difficile. 
1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
1. Štiri skupine hospitaliziranih bolnikov ((1) KVČB pozitivni/C. difficile negativni; (2) 
KVČB pozitivni/C. difficile pozitivni; (3) KVČB negativni/C. difficile negativni; (4) 
KVČB negativni/C. difficile pozitivni) se bodo razlikovale med seboj ter od skupine 
zdravih prostovoljcev v specifičnem vzorcu sestave črevesne mikrobiote. 
2. Različni tipi ekstraktov polifenolnih snovi bodo imeli različen učinek na sestavo 
črevesne mikrobiote gojene v in vitro sistemu. 
3. V in vitro sistemu interakcije s črevesno mikrobioto bo tretiranje mikrobiote z 
antibiotikom povezano z boljšo rastjo bakterije C. difficile, tretiranje mikrobiote z 
ekstraktom polifenolnih snovi pa s slabšo rastjo bakterije C. difficile. 
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2 PREGLED LITERATURE 
2.1 MIKROBNA ZDRUŽBA V GASTROINTESTINALNEM TRAKTU 
Mikrobiota gastrointestinalnega trakta (GIT) je kompleksna združba mikroorganizmov, 
ki jo sestavljajo bakterije, virusi, arheje, glive ter praživali. Ti predstavniki so pod 
vplivom dinamičnih medsebojnih razmerij ter interakcij z gostiteljem. Med 
mikroorganizmi lahko potekajo negativne ter pozitivne interakcije. Prve ločimo na 
neposredne ter posredne. Med neposredne prištevamo a) ubijanje, ki se najpogosteje 
dogaja med ozko sorodnimi sevi s tvorbo bakteriocinov ali s bakteriofagi, b) zaviranje 
rasti z metabolnimi aktivnostmi, ki vodijo v kopičenje citostatičnih molekul kot so 
kratkoverižne maščobne kisline (KMK) ter sekundarne žolčne soli, c) tekmovanje za 
hranila ter d) tekmovanje za prosta vezavna mesta, predvsem v zunanjem sloju sluznice. 
Pri posrednih mehanizmih tekmovanja je ključno moduliranje humoralnega ter 
celičnega imunskega odziva, ki vodi v učinkovitejšo borbo proti kolonizaciji s 
patogenimi mikroorganizmi. Med pozitivne interakcije prištevamo predvsem 
metabolizem vmesnih produktov ter ugodno moduliranje okolja (pH) (Pickard in sod., 
2017; Thursby in Juge, 2017). 
2.1.1 Analiza črevesne mikrobne združbe 
Pred razvojem tehnologij visokopretočnega sekvenciranja (angl: High Throughput 
Sequencing, HTS) je bila analiza črevesne mikrobiote omejena na osamitev ter 
karakterizacijo bakterij z gojitvenimi metodami, pri čemer so bile v središču raziskave 
na patogenih mikroorganizmih. Novo obdobje v analizi kompleksnih mikrobnih združb 
je naznanil prihod HTS v začetku tega tisočletja. Analizo na osnovi celokupne izolirane 
DNA v vzorcu z metodo HTS imenujemo metagenomika, pri čemer ločimo dva 
osnovna pristopa in sicer amplikon metagenomiko ter splošno metagenomiko. 
Amplikon metagenom je pristop, pri katerem sekvenciramo predhodno namnoženo 
regijo, ki je v primeru analize bakterijske združbe navadno izbrana regija gena za 16S 
rRNA. Prednost amplikon metagenomike je možnost analize večjega števila vzorcev za 
dostopno ceno, pri čemer pa je pridobljena informacija omejena zgolj na analizo 
taksonomske sestave mikrobne združbe. V primeru drugega pristopa, imenovanega na 
splošno metagenomika (angl: Shotgun metagenomics), naključno sekvenciramo dele 
celokupne DNA v vzorcu. Prednost pristopa je natančnejša taksonomska opredelitev ter 
nadgradnja z ostalimi informacijami, ki se nahajajo v genomu kot so metabolni 
potencial združbe, virulentni dejavniki ter odpornosti proti antibiotikom. Prav tako se 
zaradi odsotnosti pomnoževanja tu izognemo pristranskosti, ki jo lahko vnese verižna 
reakcija pomnoževanja s polimerazo (angl: polymerase chain reaction; PCR), ki se 
zgodi zaradi nespecifičnega naleganja začetnih oligonukleotidov ali neenakomernega 
pomnoževanja glede na vsebnost GC baznih parov. Visoka cena tovrstnega pristopa je 
glavni razlog, zakaj se v primeru večjih populacijskih študij raziskovalne skupine 
preferenčno odločajo za pristop amplikon metagenomike. 
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2.1.2 Bakterijska črevesna mikrobiota in pomen za zdravje 
Prvi komenzalni mikroorganizmi najverjetneje naselijo GIT ob rojstvu, čeprav nekatere 
študije nakazujejo, da se preprosta mikrobiota začne razvijati že v maternici (Baker in 
sod., 2018). Mikrobiota v zgodnjem otroštvu je še relativno dinamična in pod vplivom 
številnih dejavnikov, kot so način rojstva (vaginalno, carski rez), bolezni, antibiotične 
terapije ter prehod na trdno hrano. Odrasla mikrobiota, ki se vzpostavi pri 2 do 3 letih 
starosti, je skozi evolucijo razvila številne koristne interakcije z gostiteljem. Nabor 
funkcij zaobjema metabolizem težko razgradljivih komponent hrane, sintezo esencialnih 
molekul, obrambo pred patogenimi organizmi ter ohranjanje integritete GIT (Wang in 
sod., 2017). Črevesna mikrobiota prav tako nosi ključno vlogo pri vzpostavitvi ter 
treniranju imunskega sistema v razvojni fazi kot tudi ohranjanju homeostaze v 
nadaljevanju (Belkaid in Hand, 2014). 
Trenutno nam najbolj celosten vpogled v sestavo črevesne mikrobiote v zdravi 
populaciji ponujajo objave v okviru ameriškega projekta Human Microbiome Project 
(HMP) ter evropskega projekta MetaHit (Hugon in sod., 2015; MetaHIT Consortium in 
sod., 2014). Identificiranih je bilo skupno 2172 bakterijskih vrst, ki pripadajo 12 
bakterijskim deblom, večina v debla Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, 
Verrucomicrobia ter Actinobacteria. Skupno te nosijo zapis za 150-krat več genov, kot 
jih najdemo v človeškem genomu. Čeprav lahko tudi znotraj zdrave populacije opazimo 
veliko raznolikost v sestavi mikrobne združbe, na podlagi metabolnega potenciala kot 
tudi metabolnih profilov sklepamo, da je funkcionalnost mikrobiote med zdravimi 
posamezniki v veliki meri ohranjena (Moya in Ferrer, 2016). 
Vpliv gostiteljevih dejavnikov na sestavo črevesne mikrobiote so do sedaj naslovili že 
številni, vendar visoka med-posamična raznolikost kot tudi razlike med geografskimi 
področji otežujejo identifikacijo univerzalnih mikrobnih vzorcev povezanih z na primer 
spolom, starostjo, prehranskimi navadami in podobno. Trenutno najbolj obsežni študiji, 
tako iz vidika števila vzorcev kot tudi nabora preiskovanih gostiteljevih dejavnikov, sta 
pokazali da večino zaznane mikrobne pestrosti (~90 %) še ne znamo razložiti (Falony in 
sod., 2016; Zhernakova in sod., 2016). 
2.1.3 Glivna črevesna mikrobiota  
Glivna združba v GIT zdrave populacije ostaja do danes pomanjkljivo raziskana. 
Poročane koncentracije glivnih celic v vzorcih blata variirajo med 0 ter 10
9 
kolonijskih 
enot na gram blata, kar nakazuje na visoko raznolikost med posamezniki (Huseyin in 
sod., 2017; Schulze in Sonnenborn, 2009). Kljub temu, da so prisotne v veliko nižji 
koncentraciji kot bakterije, so bili do sedaj opisani že številni glivni vzorci v povezavi z 
gastrointestinalnimi ter ostalimi obolenji, predvsem pri imunsko oslabelih posameznikih 
(Limon in sod., 2017). Prvi izsledki dodatno nakazujejo tudi na interakcijo med glivami 
ter imunskih sistemom gostitelja  (Underhill in Iliev, 2014). 
Glive, za katere smatramo, da najpogosteje naseljujejo GIT, so predstavniki iz rodov 
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Saccharomyces, Candida, Malassezia, Cladosporium ter kvasovke Dipodascaceae. 
Vendar visoka raznolikost med posamezniki nakazuje, da glivno mikrobioto v veliki 
meri predstavljajo prehodne kolonizacije, ki izvirajo predvsem iz hrane. Najbolj 
dosledno je bilo to prikazano z longitudinalno študijo, kjer so uspešno zmanjšali 
koncentracijo glive C. albicans s povišano stopnjo ustne higiene ter koncentracijo glive 
S. cerevisiae s prehrano, ki ni vsebovala tega organizma (Auchtung in sod., 2018). Je pa 
bilo pokazano, da je glivna mikrobiota v črevesni sluznici bolj stabilna od tiste, ki jo 
zaznamo v lumnu, torej vzorcih blata (Luan in sod., 2015).  
Mehanizma za potencialnimi pozitivnimi učinki komenzalnih gliv še ne razumemo. 
Vseeno je bila gliva Saccharomyces cerevisiae vključena v številne probiotične 
pripravke, ki poročano blažijo vnetje ter izboljšujejo gostiteljevo imunost (Kourelis in 
sod., 2010). Gliva Saccharomyces boulardii je bila kot samostojni probiotični sev ali v 
kombinaciji z bakterijskimi probiotičnimi sevi uspešno uporabljena za preprečevanje 
primarnih ter sekundarnih okužb z bakterijo C. difficile, pri čemer pa je zaradi možnosti 
fungemije uporaba tovrstnih probiotikov odsvetovana nosečnicam ter imuno-
kompromitiranim posameznikom (Dauby, 2017; McFarland, 2015; Tung in sod., 2009). 
Gliva S. boulardii z zunajcelično proteazo razgradi toksin TcdA bakterije C. difficile na 
receptorskem mestu za vezavo na epitelne celice (Castagliuolo in sod., 1996). Določene 
filamentozne glive, katerih prisotnost je bila dokazana v GIT človeka (Nash in sod., 
2017), sodelujejo pri razgradnji kompleksnih rastlinskih ogljikovih hidratov v žuželkah 
(Geib in sod., 2008) ter vampu goveda (Sirohi in sod., 2013), vendar njihova aktivnost 
pri človeku še ni bila dokazana. 
2.1.4 Črevesna mikrobiota pri bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 
Številne študije do sedaj so že obravnavale razlike v bakterijski združbi med bolniki s 
kroničnimi vnetnimi črevesnimi boleznimi (KVČB), predvsem v zagonu bolezni, ter 
zdravimi kontrolami. Praviloma opisujejo nižjo raznolikost bakterijske združbe ter 
specifične vzorce v sestavi združbe. Navadno je s KVČB povezan upad v zastopanosti 
predstavnikov debla Firmicutes, najpogosteje vrste Faecalibacterium prausnitrii, ter 
porast predstavnikov debla Proteobacteria, najpogosteje iz družine Enterobacteriaceae 
(Frank in sod., 2007; Halfvarson in sod., 2017; Rehman in sod., 2016; Sokol in sod., 
2008). 
Študije na dvojčkih, kjer samo eden v paru boleha za KVČB, so pokazale razlike v 
sestavi črevesne mikrobiote, kar dokazuje pomembno vlogo mikrobne združbe v 
KVČB, vseeno pa še ni znano ali so razlike vzročno ali posledično povezane z 
bolezenskim stanjem (Joossens in sod., 2011; Willing in sod., 2010). Za boljše 
razumevanje so zato potrebne longitudinalne študije, ki pa so zaradi zapletene izvedbe 
redkejše. Gevers in sod. so na primeru kohorte pediatričnih bolnikov pokazali, da 
določene spremembe v sestavi mikrobiote nastopijo pred bolezenskimi simptomi 
(Gevers in sod., 2014), kar nakazuje da bi mikrobiota lahko bila tudi sprožilec, ki iz faze 
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remisije vodi v zagon bolezni. 
Vseeno sklepamo, da so spremembe v bakterijski združbi pri KVČB bolnikih v veliki 
meri posledica sprememb povezanih z vnetjem. Ključnega pomena je povišana 
koncentracija kisika v črevesju ter pojav alternativnih akceptorjev elektronov, ki dajo 
prednost rasti aerotolerantnim bakterijskih predstavnikom iz debel Proteobacteria ter 
Actinobacteria ter zavirajo rast striktnih anaerobnih mikroorganizmov (Lopez in sod., 
2016). Možnost, da v zagon KVČB vodi okužba s specifično patogeno bakterijo, je zelo 
majhna. Vseeno so se v preteklih študijah kot kandidatne vrste izpostavile adherentna 
invazivna E. coli (AIEC) (Darfeuille-Michaud in sod., 1998), Mycobacterium avium 
podvrsta paratuberculosis (Wagner in sod., 2011) ter Fusobacterium nucleatum 
(Dharmani in sod., 2011). Vendar za nobeno izmed teh ni bila na človeku pokazana 
aktivnost, ki bi vodila v zagon bolezni. 
Veliko manj je znanega o potencialni vlogi glivne mikrobiote v KVČB. Razlike v 
sestavi glivne združbe med KVČB bolniki ter zdravimi kontrolami, ki so jih do sedaj 
opisovale študije, so v veliki meri neskladne. Skupni imenovalec teh je predvsem 
znižana relativna zastopanost glive S. cerevisiae ter povišana relativna zastopanost 
glivnih vrst iz rodu Candida (Chehoud in sod., 2015, 2016; El Mouzan in sod., 2016). 
Dodatno so pokazali, da je povišana koncentracija citoplazemskih protiteles proti 
nevtrofilcem (angl: perinuclear Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies) zanesljiv 
biomarker pri ločevanju dveh glavnih podtipov KVČB, in sicer Chronove bolezni ter 
ulceroznega kolitisa (Main in sod., 1988; Murdoch in sod., 2012). Z genetskimi 
raziskavami pa so pokazali povezavo med številnimi geni, ki sodelujejo pri imunskem 
odzivu na glive ter KVČB (Zhernakova in sod., 2008), pri čemer pa se izsledki 
razlikujejo glede na preiskovano kohorto (Wang in sod., 2015). 
Ključna pomanjkljivost večine študij črevesne mikrobiote, ki jo je vredno izpostaviti, je 
izbor materiala za analizo. Zaradi dostopnosti vzorca so študije praviloma omejene na 
analizo mikrobne združbe v blatu. S tem zanemarjamo vpliv spreminjajočih se 
fizioloških pogojev ter mikrobne združbe vzdolž GIT ter razlike v mikrobni združbi 
med lumnom GIT ter sluznično mikrobioto (Chen in sod., 2012; Heinsen in sod., 2015; 
Hillman in sod., 2017). 
2.2 BAKTERIJA Clostridium difficile 
Bakterija Clostridium difficile je gram-pozitiven, sporogeni anaerob, ki je bila prvič 
opisana leta 1935 (Hall in O’toole, 1935). Tako v Sloveniji kot svetu se redno uvršča 
med najpogostejše bolnišnično pridobljene okužbe. V Sloveniji je ob incidenci 24,3 
okužb letno na 100000 prebivalcev druga najpogostejša bakterijska gastrointestinalna 
okužba z znano etiologijo (petletno povprečje 2013 – 2017, Epidemiološko spremljanje 
nalezljivih bolezni, NIJZ). Patogeneza okužbe z bakterijo C. difficile (OCD) je primarno 
povezana z delovanjem toksinov TcdA ter TcdB, ki jih uvrščamo v družino velikih 
klostridijskih toksinov (LCTs, angl. Large clostridial toxins). Čeprav se njuna učinka in 
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vivo razlikujeta, v grobem oba toksina delujeta disruptivno na integriteto epitelija, kar 
vodi v vnetje, izločanje tekočine, poškodbo tkiva ter povišano propustnost sluznice. 
Bolezenski simptomi segajo od blažje driske do hudih oblik vnetja sluznice ter debelega 
črevesja, kot so psevdomembranozni kolitis ali toksični megakolon, ki so lahko za 
bolnika tudi usodni (Chandrasekaran in Lacy, 2017). Nekateri sevi bakterije izdelujejo 
tudi tretji, binarni toksin (CDT), katerega prisotnost poviša virulentnost seva (Cowardin 
in sod., 2016), vendar je znanje o mehanizmih delovanja še pomanjkljivo.  
Pomemben aspekt OCD so ponovne okužbe, ki se pojavijo pri približno tretjini 
obolelih, pri čemer se z vsako ponovno okužbo možnost za naslednjo dodatno poveča 
(možnost za drugo ponovitev okužbe je med 40 % in 60 %). Za večino ponovnih okužb 
je odgovoren izvorni sev bakterije C. difficile, ki se je v GIT bolnika ohranil v obliki 
spore, medtem ko je ponovna okužba z novo pridobljenih sevom manj pogosta (Ofosu, 
2016). Ponovne okužbe so pogostejše pri ostarelih ter posameznikih, ki prejemajo 
antibiotično terapijo ali protonske inhibitorje. Pri ponovnih okužbah beležimo 
težavnejši potek bolezni ter višjo smrtnost kot pri primarnih okužbah, vendar se je v 
zadnjem času za te primere fekalna transplantacija izkazala kot visoko učinkovita 
terapija (Hopkins in Wilson, 2018). 
2.2.1 Interakcije med črevesno mikrobioto ter bakterijo C. difficile 
Stabilna črevesna mikrobiota je ključna za uspešno obrambo pred OCD. Temu primerno 
so pomembni dejavniki tveganja za OCD antibiotična terapija ter visoka starost, za 
katere so značilni porušenje ravnovesnega stanja mikrobiote ali vsaj delna izguba njene 
funkcionalnosti (Seekatz in Young, 2014; Shen, 2015). Slednje je bilo pokazano na 
številnih populacijskih študijah, kot tudi v preprostem in vitro modelu, kjer so pokazali, 
da porušena mikrobiota omogoči boljšo rast ter višjo stopnjo sporulacije bakterije C. 
difficile, pri čemer pa se trendi razlikujejo med testiranimi ribotipi bakterije (Horvat in 
sod., 2017). Ključno vlogo mikrobiote dodatno potrjuje tudi visoka uspešnost 
zdravljenja OCD z metodo fekalne transplantacije (~ 90 % uspešnost) (Liubakka in 
Vaughn, 2016).  
Črevesna mikrobiota deluje antagonistično na bakterijo C. difficile prek različnih 
mehanizmov, kot so tekmovanje za hranila, zaviranje germinacije spor ter rasti 
vegetativnih celic bakterije C. difficile, kot tudi s spodbujanjem imunskega odziva 
gostitelja (Shen, 2015). Med bolje preučenimi je mehanizem zaviranja germinacije spor. 
V številnih in vivo študijah na mišjem modelu so pokazali, da porušeno ravnovesje v 
mikrobioti, tipično po antibiotični terapiji, spodbuja germinacijo spor bakterije C. 
difficile. Slednje je povezano s povišano koncentracijo primarnih žolčnih soli, ki jih 
bakterija C. difficile prepozna kot signal za prehod v vegetativno stanje. V normalno 
delujoči mikrobioti se primarne žolčne soli transformirajo v sekundarne, ki na bakterijo 
C. difficile delujejo nasprotno od primarnih žolčnih soli, in sicer kot zaviralci 
germinacije (Koenigsknecht in sod., 2015). Primerljivo ne-ravnovesje med primarnimi 
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ter sekundarnimi žolčnimi solmi so pokazali pri bolnikih pred terapijo fekalne 
transplantacije, medtem ko se je po terapiji vzpostavilo ravnovesje, značilno za zdrave 
posameznike (Weingarden in sod., 2014).  
Ker so zgoraj opisani mehanizmi delovanja mikrobiote na bakterijo C. difficile 
kompleksni, trenutno še ni dobro znano, katere bakterijske skupine sodelujejo v 
procesu. Najbolj dosledno je bil antagonistični učinek prikazan na primeru bakterije 
Clostridium scindens, ki je bila dokazano povišana v relativni zastopanosti pri bolnikih 
brez OCD ter je v zastopanosti pozitivno korelirala s koncentracijo sekundarnih žolčnih 
soli. Ob inokulaciji bakterije C. scindens v mišji model, ki je bil predhodno okužen z 
bakterijo C. difficile, so pokazali delno izboljšanje v poteku bolezni (Buffie in sod., 
2014). 
V nedavni študiji so pokazali, da imajo tudi ne-celične komponente mikrobiote 
terapevtsko vlogo pri obrambi proti bakteriji C. difficile. Na skupini 5 bolnikov z OCD 
so izvedli fekalno transplantacijo, pri čemer so v prejemnika preselili filter-sterilizirano 
raztopino fecesa zdravega darovalca. Po obdobju 6 mesecev so pri vseh petih bolnikih 
potrdili popolno ozdravitev. Izmed bakterijskih komponent, metabolitov ter 
bakteriofagov, ki so prisotni v filtratu, v okviru študije niso uspeli določiti, katera je 
odgovorna za terapevtski učinek (Ott in sod., 2017). 
Interakcija med črevesno mikrobioto in bakterijo C. difficile pa najverjetneje ne poteka 
enostransko. V in vitro študiji so Horvat in sod. pokazali, da so klinično pomembni 
ribotipi bakterije C. difficile povezani z različnimi zunajceličnimi metabolnimi profili, 
ki raznoliko modulirajo prisotno črevesno bakterijsko združbo (Horvat in sod., 2017).  
2.2.2 Okužbe z bakterijo C. difficile pri obolelih s KVČB 
Osebe s KVČB predstavljajo rizično skupino za OCD. Poleg pogostih hospitalizacij ali 
obiskov v bolnišnicah, možnost za njihovo okužbo dodatno povečujejo antibiotična 
terapija ter terapija z biološkimi zdravili, ki imajo lahko negativne učinke na ravnovesje 
v črevesni mikrobioti (Singh in sod., 2017). Posledično je incidenca OCD višja med 
bolniki s KVČB ter v zadnjem obdobju z leti narašča (Mabardy in sod., 2017; Singh in 
sod., 2017). Bolniki s KVČB, predvsem podtipom ulcerozni kolitis, imajo večjo 
možnost, da bodo zaradi OCD potrebovali kolektomijo (Chen in sod., 2017; D’Aoust in 
sod., 2017), vendar se delež tovrstnih primerov z leti manjša (Mabardy in sod., 2017). 
Pri KVČB bolnikih je z OCD povezana tudi povišana možnost za razvoj abdominalnega 
abscesa (Gu in sod., 2017). V primeru težavnega poteka ali ponavljajočih se ponovnih 
okužb z bakterijo C. difficile dodatno težavo pri bolnikih s KVČB predstavlja nižja 
uspešnost zdravljenja z metodo fekalne transplantacije, in sicer je bila uspešnost te pri 
KVČB bolnikih 74,4 %, pri ostalih bolnikih pa 92,1 % (Khoruts in sod., 2016). 
Prisotnost KVČB kot kaže nima večjega vpliva na smrtnost OCD, ta je pri KVČB-OCD 
ter ostalih primerih OCD primerljiva ter se z leti manjša (Mabardy in sod., 2017; Singh 
in sod., 2017). 
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2.3 POLIFENOLI IN ČREVESNA MIKROBIOTA 
2.3.1 Polifenoli 
Polifenoli so heterogena skupina organskih snovi, katerim sta skupna dva ali več 
fenolnih obročev. So sekundarni rastlinski metaboliti, ki jih najdemo v sadju, zelenjavi, 
zeliščih ter pijačah kot so kava, zeleni čaj ter rdeče vino (Ferreira in sod., 2017). 
Polifenoli so v zadnjem času postali predmet intenzivnih raziskav zaradi dokazanih 
blagodejnih učinkov na zdravje pri človeku. Ti vključujejo anti-rakotvorne, anti-
aterogenetične, anti-ulcerozne, anti-trombocitozne, proti-vnetne, proti-alergene, proti-
mikrobne, imuno-modulatorne ter analgetične lastnosti (Cory in sod., 2018). 
2.3.2 Interakcije med črevesno mikrobioto ter polifenoli 
Za učinkovito absorpcijo polifenolov v GIT je potrebna predhodna razgradnja 
kompleksnih struktur v biološko aktivnejše monomere ter dimere, pri čemer igra 
črevesna mikrobiota ključno vlogo. Kljub temu ocenjujemo, da se absorbira relativno 
nizek delež prisotnih polifenolov (5 % - 10 %), preostanek pa je v debelem črevesju 
podvržen mikrobnemu metabolizmu in dalje vpliva samo še na sestavo ter aktivnosti 
prisotne mikrobne združbe (Hervert-Hernández in Goñi, 2011). 
Polifenoli lahko na bakterije vplivajo na različne načine, pri čemer je interakcija 
odvisna od bakterije, strukture ter koncentracije polifenola (Almajano in sod., 2008). Po 
Gramu negativne bakterije so bolj občutljive na polifenole, kar je najverjetneje 
posledica razlik v zgradbi celične stene. Polifenoli se lahko adsorbirajo na celično steno 
ter vplivajo na celično strukturo in membranske proteine ter posredno na celotno 
fiziologijo celice (Puupponen-Pimiä in sod., 2005). Dodatno polifenoli vplivajo na 
bakterije tudi z a) vezavo na encime ter druge funkcionalne proteine (Puupponen-Pimiä 
in sod., 2005); b) vezavo železa (Chung in sod., 1998); c) zmanjševanjem sposobnosti 
patogenih bakterij za adhezijo na epitelne celice (Parkar in sod., 2008) ter d) z motnjo 
komunikacije med bakterijskimi celicami (angl: quorum sensing), ki je pri številnih 
patogenih bakterijah ključna za uspešno virulenco (Truchado in sod., 2009). 
V rastlinah se polifenoli nahajajo v konjugirani obliki, pri čemer slednja vpliva na 
njihovo absorpcijo. De-konjugacijo polifenolov izvajajo tako humani kot mikrobni 
encimi. Dodatno mikroorganizmi izvajajo še nekatere druge reakcije kot na primer 
cepitev obročev in demetilacijo, ki vplivajo na dostopnost ter absorpcijo polifenolov 
(Manach in sod., 2005; Tomás-Barberán in Espín, 2019), pri čemer rodova bakterij 
Clostridium ter Eubacterium najbolj aktivno sodelujeta pri teh transformacijah (Selma 
in sod., 2009). 
Vpliv polifenolnih spojin na bakterije je bil v veliki meri omejen na študije na patogenih 
organizmih. Dokazani so bili predvsem inhibitorni učinki na rast patogenih bakterij kot 
so E. coli, Helicobacter pylori, Listeria monocitogenes, različnih vrst iz rodu 
Salmonella ter Klebsiella pneumoniae (Hervert-Hernández in Goñi, 2011). 
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Vpliv polifenolov na črevesne komenzale je v primerjavi s patogenimi mikroorganizmi 
raziskan v manjši meri. Študije vseeno kažejo, da imajo številni polifenoli pozitiven 
učinek na rast bakterij, ki jih povezujemo z blagodejnimi učinki na zdravje človeka. Pri 
tem so bili najbolje preučeni sevi iz bakterijskih rodov Lactobacillus ter 
Bifidobacterium  (Hervert-Hernández in Goñi, 2011). Med drugimi so bili poročani tudi 
stimulatorni vplivi polifenolov na rast bakterij Akkermansia muciniphila, 
Faecalibacterium prausnitzii in Roseburia spp., katere so bile prav tako povezane s 
pozitivnimi učinki na metabolizem pri človeku (Neyrinck in sod., 2017; Roopchand in 
sod., 2015).  
Številni dokazi nakazujejo, da ravno interakcije med polifenoli ter črevesno mikrobioto 
ključno vplivajo na stopnjo tveganja za kronične bolezni, kot so občutljivost na inzulin, 
kot tudi atero-protektivne ter hepato-protektivne učinke polifenolov (Cory in sod., 
2018). Določene polifenolne komponente naj bi tudi izboljšale učinkovitost probiotičnih 
sevov (de Souza in sod., 2018). 
Pri tovrstnih študijah je največja težava ponovljivost, saj trenutno nimamo na voljo 
standardnih polifenolnih pripravkov. V študijah se najpogosteje uporablja polifenolne 
ekstrakte iz različnih virov, pri čemer pa lahko tudi znotraj iste rastlinske vrste profil 
polifenolnih komponent značilno variira. 
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3 MATERIALI IN METODE 
Delo je potekalo v treh večjih sklopih. Najprej so bile optimizirane metode za 
sekvenciranje bakterijskih in glivnih populacij v črevesni mikrobioti (Sklop 1). Te so 
bile nato uporabljene v analizi črevesne mikrobiote na kontrolni populaciji zdravih 
prostovoljcev ter na populaciji hospitaliziranih bolnikov z ali brez KVČB v povezavi s 
kolonizacijo z bakterijo C. difficile (Sklop 2). Tretji sklop je vključeval in vitro 
modulacijo mikrobiote s polifenoli in klindamicinom ter analizo interakcij tako 
modulirane mikrobiote z bakterijo C. difficile (Sklop 3). 
3.1 OPTIMIZACIJA TER POSTAVITEV PROTOKOLA ZA DOLOČITEV 
TAKSONOMSKE SESTAVE BAKTERIJSKE TER GLIVNE ZDRUŽBE Z 
METODO AMPLIKON SEKVENCIRANJA 
3.1.1 Priprava standarda 24 reprezentativnih bakterijskih sevov 
Za namen spremljanja ponovljivosti priprave knjižnice, procesa sekvenciranja ter 
analize podatkov kot tudi za interno oceno napake sekvenciranja, smo pripravili 
standardno mešanico 24 reprezentativnih bakterijskih sevov. Sevi so bili pridobljeni iz 
interne zbirke na nacionalnem laboratoriju za zdravje okolje in hrano (NLZOH, 
Maribor), rutinskega oddelka na centru za medicinsko mikrobiologijo (NLZOH, 
Maribor), od Katedre za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo (Biotehniška 
fakulteta, Univerza v Ljubljani) ali z nakupom pri Leibniz-Institute DSMZ–German 
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ) v obliki liofilizirane kulture 
(Preglednica 1). Seve smo gojili na gojiščih COH (Columbia agar + 5% ovčja kri; 
Biomerieux, Marcy-l'Étoile, Francija) ter MRS (De Man, Rogosa in Sharpe; Oxoid, 
Waltham, Massachusetts, ZDA) (Preglednica 1) v anaerobni atmosferi na 37 °C. Za 
zagotovitev čiste kulture smo vsak sev precepili vsaj dvakrat. Identifikacija končnih 
izolatov je potekala na MALDI TOF (Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts, 
ZDA)) ali s sekvenciranjem gena za 16S rRNA po metodi Sanger (3500 Series Genetic 
Analyzer, Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA) v primerih, ko MALDI TOF 
identifikacija ni bila zanesljiva. Izolacija DNA je potekala po protokolu iz točke 3.1.2, 
in sicer smo izolirali en dan stare kulture z izjemo vrst iz rodu Bifidobacterium, v 
primeru katerih smo zaradi počasnejše rasti izolirali 3 dni stare kulture.  
Posamična DNA je bila na podlagi števila kopij gena za rRNA ter dolžine genoma 
primerno redčena, pri čemer smo želeli v končni mešanici zagotoviti primerljivo število 
kopij gena za rRNA na volumen mešanice. Podatki o številu kopij gena za rRNA ter 
velikosti genoma za posamezne organizme so bili pridobljeni iz podatkovne zbirke 
Genome na strežniku NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) ter rrnDB 
(https://rrndb.umms.med.umich.edu). Izračunali smo povprečno število kopij gena za 
16S rRNA na bazni par dožine genoma, ter na podlagi pridobljenega količnika v končno 
mešanico dodali ustrezno koncentracijo celokupne bakterijske DNA. 
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Preglednica 1: Seznam vrst, ki so bile vključene v interni standard. 
Navedeni so vrstno ime organizma, gojišče na katerem smo sev gojili ter izvor seva. 
Table 1: List of species that were included in the sequencing standard. 
Columns state the name of the species, medium, that was used to culture the species and species origin. 
Organizem Gojišče Izvor 
Firmicutes   
Bacillus subtilis COH Interna zbirka 
Clostridium perfringens COH Interna zbirka 
Clostridium scindens COH Interna zbirka 
Clostridium difficile COH Interna zbirka 
Ruminicoccus gnavus COH Interna zbirka 
Lactobacillus acidophilus MRS BF, UL, Rodica 
Lactobacillus brevis MRS BF, UL, Rodica 
Dorea formicigenerans COH DSMZ, liofilizirana 
kultura 
Lactobacillus gasseri MRS Interna zbirka 
Lactobacillus johnsonii MRS Interna zbirka 
Bacteroides   
Bacteroides ovatus COH Interna zbirka 
Bacteroides vulgatus COH Interna zbirka 
Prevotella bryantii COH  BF, UL, Rodica 
Proteobacteria   
Escerichia coli COH Interna zbirka 
Enterococcus faecalis COH NLZOH, CMM 
Citrobacter freundii COH Interna zbirka 
Enterobacter aerogenes COH Interna zbirka 
Fusobacteria   
Fusobacterium 
gonidiaformans 
COH Interna zbirka 
Fusobacterium varium COH Interna zbirka 
Fusobacterium nucleatum COH Interna zbirka 
Actinobacteria   
Bifidobacterium adolescensis COH Interna zbirka 
Bifidobacterium bifidum COH Interna zbirka 
Bifidobacterium breve COH Interna zbirka 
Bifidobacterium longum COH Interna zbirka 
Verrucomicrobia   
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3.1.2 Izolacija celokupne DNA 
Vzorec blata, ki je bil predhodno resuspendiran v 1 mL Inhibitex pufra (Qiagen, Hilden, 
Nemčija) ter shranjen na -80 °C, je bil najprej podvržen mehanskemu razbijanju v 
SeptiFast epicah (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Švica) v MagNA Lyser napravi 
(Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Švica) (7000 obratov na minuto, 70 sekund). 
Celokupna DNA je bila nato izolirana s kitom QIAamp Fast Stool DNA Mini Kit 
(Qiagen, Hilden, Nemčija) po priloženem protokolu. Končni volumen 200 µL je bil 
alikvotiran (n=3) ter shranjen na -80 °C do nadaljnje uporabe. 
3.1.3 Priprava knjižnic za analizo bakterijske ter glivne združbe z metodo 
amplikon sekvenciranja 
Priprava knjižnice za amplikon sekvenciranje je potekala po protokolu Illumina 16S 
Metagenomic Sequencing Library Preparation manual protocol (Illumina, CA, ZDA). 
Edina izjema je uporaba polimeraze Q5 (NEB, Massachusetts, ZDA) namesto Kapa 
HiFi (KAPA Biosystems, Massachusetts, ZDA) v primeru priprave knjižnice za glivno 
združbo.  
V prvem koraku smo pomnožili tarčno regijo, ki je bila V3V4 variabilna regija gena za 
16S rRNA v primeru bakterijske združbe (začetni par oligonukleotidov Bakt_341F (5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3') – Bakt_805R (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-
3') (Klindworth in sod., 2013)) ter ITS2 med-genska regija v primeru glivne združbe 
(začetni par oligonukleotidov ITS86F (5'-GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3') – 
ITS4R (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Op De Beeck in sod., 2014)). 
Pričakovana velikost pomnožkov je bila v primeru variabilne regije V3V4 460 baznih 
parov, v primeru medgenske regije ITS2 pa 280 baznih parov. Kakovost končne 
združene knjižnice je bila preverjena na napravi 2100 Bioanalyzer (Agilent, Kalifornija, 
ZDA).  
Na podlagi podane koncentracije smo združeno knjižnico redčili do končne 
koncentracije 4 nM ter redčeno knjižnico uporabili za pripravo 8 pM denaturirane 
knjižnice (pripravljeno po protokolu Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library 
Preparation manual protocol). Denaturirani knjižnici je bil dodan interni standard (PhiX, 
5 % - 10 %). Sekvenciranje je potekalo na MiSeq platformi (Illumina, CA, ZDA) z 
MiSeq V3 tehnologijo (2 x 300 bp) sekvenciranja iz obeh strani (angl: paired-end 
sequencing). 
V sklopu optimizacije postopka sekvenciranja smo testirali tudi par začetnih 
oligonukleotidov, ki pomnožuje V4 regijo gena za 16S rRNA, z zaporedji 520F (5'-
AYTGGGYDTAAAGNG—3') – 802R (5'-TACNVGGGTATCTAATCC-3') 
(Klindworth in sod., 2013). 
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3.1.4 Analiza sekvenčnih podatkov ter statistična obdelava 
3.1.4.1 Primarna analiza sekvenčnih podatkov za V3V4 regijo (bakterijska združba) 
Sekvenčni podatki so bili pridobljeni v Fastq formatu. Analiza surovih sekvenčnih 
odčitkov (naleganje sorodnih koncev, kvalitativno filtriranje ter taksonomsko 
profiliranje) je bila narejena s programskim orodjem mothur (v.1.36.1) (Schloss in sod., 
2009).  
Prvi korak analize surovih sekvenčnih podatkov je vključeval odstranjevanje 
nekakovostnih odčitkov. Najprej smo izvedli naleganje sorodnih koncev, pri čemer je 
bilo ujemanje v zaporedju nagrajeno z 1 točko, neujemanje kaznovano z 1 točko, 
otvoritev nove vrzeli kaznovano z 2 točkama ter povečanje obstoječe vrzeli kaznovano z 
1 točko. Nadalje smo odstranili odčitke z dvomljivimi baznimi pari (nizka Q vrednost, 
pri čemer je Q vrednost kvalitativna ocena odčitane baze, ki jo določi MiSeq na podlagi 
empiričnih testiranj). Prav tako smo odstranili odčitke s homopolimernim zaporedjem 
(sosledje identičnih baz) daljšim od 8 baz. Sekvenčni odčitki so bili nato poravnani na 
referenčno bazo Silva (Release 123) ter himere odstranjene z algoritmom UCHIME. 
V naslednjem koraku je bila sekvenčnim odčitkom dodeljena taksonomija na podlagi 
RDP training set-a (v.12), pri čemer smo določili 0,80 prag na podlagi metode vezanja. 
Sekvenčne odčitke smo nato razdelili v operacijske taksonomske enote (angl: 
Operational Taxonomic Unit, OTU) po kriteriju 97 % podobnosti med sekvenčnimi 
zaporedji. 
V zadnjem koraku smo odstranili odčitke, ki so imeli celokupno zastopanost manjšo od 
0,01 %. Vzorce smo nato z naključnim podvzorčenjem redčili na enotno število 
odčitkov, ki je bilo odvisno od globine sekvenciranja in je navedeno v rezultatih za vsak 
podprojekt posebej. 
3.1.4.2 Primarna analiza sekvenčnih podatkov za regijo ITS2 (glivna združba) 
Analiza surovih sekvenčnih odčitkov (naleganje sorodnih koncev, kvalitativno 
filtriranje ter taksonomsko profiliranje) je bila narejena s programskim orodjem mothur 
(v.1.36.1) (Schloss in sod., 2009).  
Prvi korak analize surovih sekvenčnih podatkov je vključeval odstranjevanje 
nekakovostnih odčitkov. Najprej smo izvedli naleganje sorodnih koncev, pri čemer je 
bilo ujemanje v zaporedju nagrajeno z 1 točko, neujemanje kaznovano z -1 točko, 
otvoritev nove vrzeli kaznovano z -2 točkama ter povečanje obstoječe vrzeli kaznovano 
z -1 točko. Nadalje smo odstranili odčitke z dvomljivimi baznimi pari (nizka Q 
vrednost, pri čemer je Q vrednost kvalitativna ocena odčitane baze, ki jo določi MiSeq 
na podlagi empiričnih testiranj) ter odčitke s homopolimernim zaporedjem (sosledje 
identičnih baz) daljšim od 12 baz.  
S programskim orodjem ITSx smo iz nabora odstranili odčitke, ki niso pripadali 
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kraljestvu gliv. Glivne odčitke smo nato parno poravnali z algoritmom Needleman-
Wunsch (nagrajuje z +1 za ujemanje ter kaznuje z -1 za neujemanje ter -2 za novo 
ustvarjeno vrzel). Sekvenčne odčitke smo razdelili v operacijske taksonomske enote 
(OTU) po kriteriju 98 % podobnosti med nukleotidnimi zaporedji. Taksonomija je bila 
OTU-jem dodeljena glede na referenčno bazo UNITE ITS (verzija 6) s pragom 0,80 po 
metodi vezanja. V zadnjem koraku smo odstranili odčitke, ki so imeli celokupno 
zastopanost manjšo od 0,01 %. Vzorce smo z naključnim pod-vzorčenjem redčili na 
enotno število odčitkov, ki je bilo odvisno od globine sekvenciranja in je navedeno v 
rezultatih za vsak projekt posebej. 
3.1.4.3 Analiza alfa raznolikosti 
Analiza alfa raznolikosti vključuje izračun parametrov, ki opisujejo mikrobno združbo 
na podlagi posamičnega vzorca. V naših študijah smo za oceno bogatosti bakterijske 
združbe uporabili število zaznanih OTU-jev ter za oceno raznolikosti (bogatost + 
razporejenost bakterijskih skupin) indeks Shannon. Indeks Shannon je izračunan po 
enačbi 1, pri čemer pi predstavlja relativno zastopanost posameznega OTU-ja ter n 
število vseh OTU-jev. Indeks je mera za razporeditev taksonomskih skupin v združbi in 
se veča s tem ko je več skupin enakomerno zastopanih v združbi, manjša pa če jih je 
omejeno število dominantnih. 
                                       𝑆ℎ𝑎𝑛𝑛𝑜𝑛 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑘𝑠 = − ∑ (𝑝𝑖ln𝑝𝑖)
𝑛
𝑖=1                                    …(1) 
 
Primernost globine sekvenciranja smo ocenili z analizo redčitvenih krivulj. Omenjeni 
parametri ter redčitvene krivulje so bili pridobljeni s programskim orodjem mothur 
(Schloss in sod., 2009). 
3.1.4.4 Analiza beta raznolikosti 
Analiza beta raznolikosti vključuje statistične pristope, ki omogočajo medsebojno 
primerjavo skupin vzorcev. Naša analiza beta raznolikosti je bila osnovana na distančni 
matriki (Bray-Curtis razdalje), na podlagi katere smo primerjali skupine vzorcev z 
analizo molekularne variance (AMOVA) ter vizualizirali podatke z metodo ne-
metričnega več-dimenzionalnega skaliranja (angl: Non-metric multidimensional scaling, 
NMDS). Analiza je bila izvedena s programskim orodjem mothur ter s programskim 
jezikom R (verzija 3.1.3; paket 'vegan'). 
3.1.4.5 Analiza sprememb v mikrobni populaciji 
Z analizo sprememb v populaciji (angl: Population-level analysis) smo določili 
bakterijske skupine, ki med dvema ali večimi skupinami vzorcev značilno variirajo. Pri 
tem smo uporabili test LEfSe (Segata in sod., 2011), ki je vključen v programsko orodje 
mothur. 
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3.1.4.6 Preostala statistična analiza ter vizualizacija podatkov 
Preostanek statistične analize smo izvedli v programskem okolju R (verzija 3.1.3). To 
vključuje permutacijsko multivariatno analizo variance (angl: Permutational 
multivariate analysis of variance, PERMANOVA; R paket 'vegan'), NMDS 
vizualizacija Bray-Curtis distanc (R paket 'vegan'), hierarhično grupiranje ter izris 
dendrograma (R paket 'pvclust') ter preostalo vizualizacijo podatkov (R paket 'ggplot2'). 
BLAST poizvedbo večjega števila sekvenc smo avtomatizirali s pomočjo Python 
modula BioPython. Programski jezik Python smo uporabili tudi za preoblikovanje ali 
filtriranje večjih tekstovnih datotek. 
3.2 POPULACIJSKE ŠTUDIJE ČREVESNE MIKROBIOTE 
Raziskava črevesne mikrobiote pri zdravih prostovoljcih in hospitaliziranih bolnikih je 
bila odobrena s strani Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 0120-
142/2016-2, KME 81/03/16 in 0120-401/2015-2 KME 95/05/15). 
V nadaljevanju je opisano vzorčenje vsake od skupin. Analiza bakterijske in glivne 
črevesne mikrobiote je potekala, kot je opisano v poglavju 3.1. 
3.2.1 Vzorčenje zdravih prostovoljcev 
V sklopu študije smo pridobili vzorec blata 186 zdravih prostovoljcev iz Maribora 
(Slovenija) ter okolice. V študijo smo vključili prostovoljce, ki so bili polnoletni, niso 
imeli katere izmed oblik kroničnih vnetnih črevesnih bolezni ter niso imeli 
gastrointestinalne okužbe ali kirurškega posega na gastrointestinalnem traktu v preteklih 
treh mesecih. 
Poleg vzorcev blata smo od prostovoljcev pridobili tudi izpolnjen vprašalnik ter 
pristanek na sodelovanje v raziskavi.   
V vprašalniku so prostovoljci podali informacijo o starosti, spolu, višini, teži, tipu 
prehranjevalnih navad (vsejed, vegeterianstvo, veganstvo, presnojedstvo, laktoza 
intoleranten ter gluten intoleranten), antibiotični terapiji v preteklih 3 mesecih, 
hospitalizaciji v preteklih 3 mesecih, hitrosti presnove (običajno, občasna zaprtost ali 
redna zaprtost), fizični aktivnosti (neaktiven, rekreacija enkrat tedensko, rekreacija 
večkrat tedensko, aktiven atlet), kirurški odstranitvi slepega črevesa, uporabi 
probiotikov ali prebiotikov, kajenju ter stopnji stresa. 
Vzorci blata so bili alikvotirani (približno 50 µL) ter shranjeni brez ali z 1 mL pufra 
Inhibitex na -80 °C do nadaljnje uporabe. Izolacija celokupne DNA, priprava knjižnic, 
sekvenciranje ter analiza podatkov so potekali po protokolih, ki so opisani v poglavju 
3.1. 
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3.2.2 Vzorčenje hospitaliziranih bolnikov 
Zbiranje vzorcev blata hospitaliziranih bolnikov je potekalo v sodelovanju s prof. dr. 
Pavlom Skokom (oddelek za gastroenterologijo, UKC Maribor). Poleg vzorca blata smo 
pridobili tudi informacijo o starosti in spolu bolnika ter podatek ali je bolnik bil na 
antibiotični terapiji v času vzorčenja. 
Vzorci blata so bili alikvotirani (približno 50 µL) ter shranjeni brez ter z 1 mL pufra 
Inhibitex na -80 °C do nadaljnje uporabe. Izolacija celokupne DNA, priprava knjižnic, 
sekvenciranje ter analiza podatkov so potekali po protokolih, ki so opisani v poglavju 
3.1. 
3.3 MODULACIJA MIKROBIOTE S POLIFENOLNIMI EKSTRAKTI TER VPLIV 
NA KOLONIZACIJO Z BAKTERIJO C. difficile 
3.3.1 Modulacija mikrobne združbe v preprostem šaržnem sistemu 
Vzorec blata zdravega darovalca smo temeljito resuspendirali v gojišču Wilkkins 
Chalgren Anaerome Broth (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA) v 
razmerju vzorec/gojišče 1:10. Suspenzijo smo nato redčili s svežim gojiščem (WCAB, 
100X redčina) ter gojili v ploščici s 6 luknjami pri delovnem  volumnu 5 mL (37 °C, 
anaerobna atmosfera). Ob vzorčnih točkah smo vsebino temeljito premešali s 
pipetiranjem ter odvzeli 1 mL vsebine v sterilno mikrocentrifugirko. Vsebino smo 
centrifugirali (14000 obratov, 10 min). Pelet smo uporabili za izolacijo DNA, 
supernatant smo uporabili za določanje citotoksičnosti na celični liniji Vero.  
3.3.2 Modulacija mikrobne združbe v pretočnem sistem mini-bioreactor assays 
(MBRA) 
Poskus je potekal na delovnem obisku na Baylor College of Medicine (Houston, 
Teksas, ZDA) v sodelovanju s skupino pod vodstvom Ph.D. Robert A. Britton-a. 
Pretočni sistem bioreaktorjev (Mini-bioreactor arrays, MBRA), ki je bi vzpostavljen v 
omenjeni skupini (Auchtung in sod., 2015), smo uporabili za modulacijo črevesne 
mikrobne združbe z antibiotikom klindamicinom ter polifenolnimi ekstrakti iz 
borovnice ter granatnega jabolka (mezokarp). Modulirano mikrobno združbo smo nato 
inokulirali s prekonočno kulturo C. difficile ter periodično opazovali i) sestavo 
mikrobne združbe s amplikon metagenomskim sekvenciranjem bakterijske združbe; ii) 
rast bakterije C. difficile z gojenjem na selektivnem gojišču ter iii) semikvantitativno 
ovrednotili aktivnost toksinov TcdA in TcdB s testom citotoksičnosti na celičnih linijah 
Vero ter HT-29. 
Okvirni potek priprave ter izvedbe poskusa na sistemu pretočnih bioreaktorjev kot tudi 
uporabljena gojišča so bili predhodno objavljeni s strani skupine, ki je razvila sistem 
(Auchtung in sod., 2016). V primeru našega poskusa smo uporabili 24 bioreaktorjev, pri 
čemer smo izvedli 8 različic, vsako v treh neodvisnih ponovitvah. Časovni potek 
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poskusa je zaradi boljše preglednosti podan v poglavju Rezultati (slika 16). 
Kot izhodiščno kulturo črevesne mikrobne združbe smo uporabili združen vzorec blata 
dveh zdravih prostovoljcev, ki smo ga v 100 kratni redčini inokulirali v vse bioreaktorje 
(n=24, 15 mL delovni volumen. Najprej smo pustili 24 ur, da se mikrobna združba 
stabilizira ter nato vzpostavili pretok svežega gojišča (hitrost pretoka je bila sorazmerna 
zamenjavi celotnega delovnega volumna na 8 ur). Mikrobno združbo smo modulirali s 
polifenolnimi ekstrakti (koncentracija v vhodnem gojišču je bila 100 mg/L ali 400 
mg/L) od začetka zagona pretoka, medtem ko smo modulacijo s klindamicinom (250 
mg/L) pričeli 24 ur kasneje (slika 16). Modulacija s polifenolnimi ekstrakti je potekala 5 
dni, s klindamicinom pa 4 dni. Po modulaciji smo izvedli izpiranje polifenolnih 
ekstraktov ter klindamicina ter nato po 48 urah inokulirali bioreaktorje s prekonočno 
kulturo bakterije C. difficile tako, da je bila končna koncentracija celic bakterije v 
bioreaktorjih 10
5
 celic/mL. Poskus smo po inokulaciji vodili nadaljnjih 7 dni ter vmes 
dnevno iz vsakega bioreaktorja vzorčili po 1 mL. Vzorci so bili uporabljeni za različna 
testiranja kot je navedeno v sliki 16. V zadnji meritveni točki smo celotni vsebini 
posamičnega bioreaktorja dodali glicerol (15 %) ter shranili na -80 °C. 
3.3.3 Izolacija DNA v sklopu in vitro študije na sistemu pretočnih bioreaktorjev 
Izolacija iz vzorcev bioreaktorske mešanice je potekala po prilagojenem protokolu s 
kitom QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Nemčija). Bioreaktorsko suspenzijo 
smo najprej centrifugirali (14000 obratov na minuto, 10 minut) ter pelet prenesli v 
sterilno mikrocentrifugirko. Pelet smo resuspendirali v 360 µL pufra ATL ter suspenzijo 
mehansko razbijali v pred-pripravljenih mikrocentrifugirkah s cirkonijevimi kroglicami 
v napravi MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Švica) (7000 obratov na 
minuto, 70 sekund). Po dodatku 40 µL proteinaze K je sledila inkubacija (1 ura, 55 °C). 
V naslednjem koraku smo 200 µL vzorca iz prejšnje točke dodali 200 µL pufra AL ter 
inkubirali (30 min, 70 °C). Po inkubaciji smo dodali 200 µL 96-100 % etanola ter 
centrifugirali v priloženih mikrocentrifugirkah s kolono. Od te točke dalje je izolacija 
potekala po priloženem protokolu (QIAamp DNA Mini kit). Končni volumen 200 µL je 
bil alikvotiran (n=2) ter shranjen na -80 °C do nadaljnje uporabe. 
3.3.4 Določitev koncentracije vegetativnih celic ter spor bakterije C. difficile v 
kompleksni mikrobni združbi 
Celokupno koncentracijo celic (vegetativne celice in spore) smo določili s štetjem 
kolonijskih enot po gojenju primernega števila redčin začetne suspenzije na selektivnem 
gojišču TCCFA (poskus izveden na delovnem obisku na Baylor College of Medicine, 
Houston, Teksas, ZDA) ali gojišču CHROMID C. difficile (BioMerieux, Marcy-l'Étoile, 
Francija) v sklopu poskusov izvedenih na NLZOH (Maribor). Za določitev 
koncentracije spor v populaciji C. difficile smo najprej uničili vegetativne celice s 
temperaturnim šokom (70 °C, 20 minut). Koncentracijo spor smo določili s štetjem 
kolonijskih enot po gojenju primernega števila redčin začetne suspenzije na selektivnem 
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gojišču kot opisano zgoraj. Koncentracija vegetativnih celic je bila izračunana kot 
razlika med celokupno koncentracijo celic in koncentracijo spor.  
3.3.5 Semikvantitativna določitev aktivnosti C. difficile toksinov TcdA in TcdB s 
testom citotoksičnosti na celičnih linijah 
Bakterijske suspenzije smo najprej centrifugirali (20000 rpm, 20 minut) ter supernatant 
dodatno filtrirali skozi filter s porami velikosti 0,2 µM. 
Zamrznjeno kulturo celic Vero ali HT-29 smo odtalili v vodni kopeli (37 °C, 5 minut). 
Vsebino viale (1 mL) smo nato prenesli v plastenko za gojenje celičnih kultur s 
površino 25 cm
2
 ter dodali 5 mL gojišča DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, ZDA) + 10 % FBS, ki je bil predhodno ogret na 37 °C. Celične kulture 
smo inkubirali pri 5 % CO2 na 37 °C. Po tvorbi celičnega enosloja smo celice 
tripsinizirali ter prenesli 1 mL v plastenko za gojenje celičnih kultur s površino 75 cm
2
 
ter dodali 9 mL pred-ogretega gojišča DMEM + 10 % FBS ter inkubirali do 2 dni (5 % 
CO2, 37 °C). Pred pripravo testa citotoksičnosti smo celice obdelali s tripsinom ter 
centrifugirali (5000 rpm, 5 minut). Pelet smo resuspendirali v 2 mL svežega pred-
ogretega gojišča DMEM + 10 % FBS. Določili smo koncentracijo celic s štetjem v 
kamrici pod mikroskopom, ter celice redčili do končne koncentracije 5 x 10
4
 celic/mL.  
Redčeno suspenzijo celic smo dodali v ploščice za gojenje celičnih kultur s 96 
luknjicami. V vsako luknjico smo dodali 100 µL suspenzije, uporabili smo 8 ali 12 
luknjic/vzorec, odvisno od tega za kakšen interval med redčitvami smo se odločili pri 
posameznem poskusu. Inkubirali smo 24 ur na 5 % CO2 ter 37 °C. Po inkubaciji smo 
odstranili izrabljeno gojišče ter v luknjice dodali 90 µL ali 80 µL pred-ogretega gojišča 
DMEM + 1 % FBS. V prvo luknjico smo nato dodali 10 µL ali 20 µL filtrirane 
bakterijske suspenzije, premešali s pipeto ter zaporedno redčili bakterijsko suspenzijo s 
prenosom 10 µL ali 20 µL v naslednje luknjice, odvisno od tega smo se v dotičnem 
poskusu odločili za 10- ali 5-kratne redčitve.  
Rezultate smo odčitali po 24 urah, pri čemer smo vsako luknjico opisali na podlagi 
zaokroženosti celic z enim izmed štirih rezultatov in sicer 1) ni citotoksičnega učinka (-
); 2) Do 30 % celic je zaokroženih (+-); 3) med 30 % in 70 % celic je zaokroženih (+) in 
4) večina ali vse celice so zaokrožene (++). Vsako redčino, kjer smo odčitali vrednost 
(++) smo nagradili z vrednostjo 1. V primerih, ko je bil prehod na luknjico brez opažene 
zaokroženosti celic postopen (+ ali +-) smo takšno luknjico nagradili z vrednostjo 0,5. 
Pri redčini, kjer zaokroženosti celic nismo opazili več, smo ustavili točkovanje. Vsoto 
točkovanih vrednosti smo uporabili kot eksponentno stopnjo pri osnovi, ki jo je definiral 
interval redčenja (10 ali 5 za 10- ali 5-kratno redčenje). 
Vrednost eksponentne funkcije je bila relativna enota citotoksičnosti (REC). Vrednost 
REC smo delili s številom kolonijskih enot bakterije C. difficile v pripadajočem 
volumnu, da smo določili citotoksičnost (REC) / kolonijsko enoto. 
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Testirali smo tudi vzorce netoksigenih sevov bakterije C. difficile ter vzorce ostalih 
bakterij, s katerimi smo pokazali da je test citotoksičnosti specifičen za TcdA in TcdB. 
3.3.6 Kvantitativna določitev C. difficile toksinov TcdA in TcdB 
Vsak toksin posebej smo določali tudi kvantitativno. Uporabili smo kit TGC-E002-1 
(tgcBIOMICS, Bingem, Nemčija) ter test izvedli po predloženem protokolu. 
Koncentracijo toksina v suspenziji smo določili na podlagi redčitvene krivulje, ki je bila 
narejena s standardno mešanico prečiščenega toksina TcdA ali TcdB bakterije  
C. difficile. 
3.3.7 Selektivna izolacija vrst iz kompleksne mikrobne združbe 
Celično suspenzijo iz bioreaktorja z dodanim glicerolom (15 %) smo odmrznili. 
Suspenzijo smo nato dodali trem različnim svežim gojiščem in sicer Wilkins-Chalgren 
Anaerobe broth (Oxoid, Waltham, Massachusetts, ZDA), Anaerobe Basal Broth (Oxoid, 
Waltham, Massachusetts, ZDA) ter Brain Heart Infusion Broth (Oxoid, Waltham, 
Massachusetts, ZDA) v razmerju 1:100 (suspenzija:gojišče) ter inkubirali (48 ur, 37 °C, 
anaerobna atmosfera). Redčine  gojene suspenzije smo nacepili na ustrezno gojišče ter 
po ponovni inkubaciji (24 ur, 37 °C, anaerobna atmosfera) prešteli kolonijske enote. Na 
podlagi števila kolonijskih enot smo ocenili celokupno število celic v suspenziji. 
Suspenzijo smo nato primerno redčili tako, da smo dosegli koncentracijo 1 celice / 
luknjico v ploščici z 96 luknjicami (delovni volumen 100 µL). Bakterije v posameznih 
luknjicah smo identificirali s pristopom amplikon metagenomskega sekvenciranja 
(poglavje 3.1). Bakterijske skupine smo na podlagi identičnosti sekvenc primerjali s 
skupinami, ki so značilno korelirale z rastjo ter aktivnostjo toksinov bakterije C. difficile 
v poskusu na pretočnem bioreaktorskem sistemu. Tri izmed 6 bakterijskih skupin, ki so 
značilno korelirale z aktivnostjo toksinov bakterije C. difficile smo uspešno osamili do 
čiste kulture ter zamrznili na -80 °C do nadaljnje uporabe. 
3.3.8 Izvedba testa s ko-kulturami 
Test ko-kultur smo izvedli v ploščici s 6 luknjami (5 mL delovni volumen). V 5 mL 
svežega gojišča WCAB smo dodali 50 µL prekonočne kulture C. difficile ter 50 µL 
testnega seva. Po 24 urah smo vzorčili 1 mL ter centrifugirali (14000 rpm, 20 min). 
Vsaki različici smo določili koncentracijo vseh celic ter spor kot opisano v poglavju 
3.3.4. Supernatant smo uporabili za test citotoksičnosti (poglavje 3.3.5). Poleg sevov, ki 
smo jih izolirali iz bioreaktorske mešanice, smo kot testni sev uporabili tudi sev 
bakterije Clostridium scindens (ZZV10-2305), ki smo ga pridobili iz interne zbirke. 
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4.1 OPTIMIZACIJA PROTOKOLA ZA PRIPRAVO KNJIŽNIC TER 
POSTAVITEV ANALITIČNIH METOD ZA PODATKE AMPLIKON 
SEKVENCIRANJA BAKTERIJSKE ZDRUŽBE 
4.1.1 Primerjalna analiza dveh parov začetnih oligonukleotidov 
Poskus je vključeval sekvenciranje vzorcev blata z dvema paroma začetnih 
oligonukleotidov, pri čemer smo ocenili kakovost pridobljenih sekvenc ter pestrost 
zaznane bakterijske združbe. Kot izhodiščni material za poskus smo uporabili štiri 
vzorce blata pridobljene od štirih zdravih prostovoljcev. Priprava knjižnice ter 
sekvenciranje je potekalo po protokolu opisanem v materialih in metodah (poglavje 
3.1). 
Po kvalitativnem filtriranju smo pridobili v povprečju 61251,5 odčitka na vzorec v 
primeru regije V4 ter 31051,3 v primeru regije V3V4 gena za 16S rRNA. Zaradi nižje 
kakovosti prebranih baz na koncih zaporedja pri sekvenciranju regije V3V4, smo v 
procesu kvalitativnega filtriranja v tem primeru zavrgli več sekvenc (58,9 %) v 
primerjavi z regijo V4 (40,2 %) (P < 0,001). V povprečju smo s parom začetnih 
oligonukleotidov, ki pomnožuje regijo V4, zaznali 6,3 operacijskih taksonomskih enot 
(OTU) več kot s parom, ki pomnožuje regijo V3V4 (P < 0,001)  (slika 1A). 
V primeru analize regije V3V4 smo lahko ustrezno taksonomsko pripadnost dodelili 
večjemu številu OTU-jev kot v primeru regije V4, kar je razvidno na vseh 
taksonomskih nivojih z izjemo bakterijskega debla. Pridobili smo 4,0 % manj ne-
klasificiranih OTU-jev na taksonomskem nivoju bakterijske družine ter 20,2 % manj na 
nivoju bakterijskega rodu (P < 0,001)  (slika 1B). 
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Slika 1: Analiza učinkovitosti določanja OTU-jev z dvema paroma začetnih oligonukleotidov glede na regijo 
pomnoževanja (V4 ter V3V4 regija gena za 16S rRNA). 
Box prikaz števila OTU-jev, ki smo jih pridobili po kvalitativnem filtriranju (A) ter delež OTU-jev na 
različnih taksonomskih nivojih, ki jim zaradi pomanjkljive informacije v zaporedju nismo uspeli določiti 
taksonomske pripadnosti (B). 
Figure 1: Analysis of the effectiveness of OTU analysis with two pairs of primers according to the region they 
amplify (V4 and V3V4 region of 16S rRNA gene). 
Number of OTUs, which were detected after quality filtering (A). Histogram shows fraction of OTUs at 
different taxonomic levels that were due to inadequate information in the region of amplification left 
unclassified (B). 
Za nadaljnje projekte smo izbrali analizo regije V3V4 gena za 16S rRNA. Ocenili smo, 
da dodatna informacija, ki jo pridobimo s sekvenciranjem daljše regije omogoča boljšo 
klasifikacijo bakterijskih skupin, kar lahko ključno prispeva k interpretaciji rezultatov. 
4.1.2 Primerjalna analiza dveh polimeraz 
Izvedli smo poskus, v katerem smo testirali polimerazi Kapa HiFi polymerase ter Q5. 
Test je bil izveden na naboru štirih vzorcev blata štirih zdravih prostovoljcev (isti vzorci 
kot v poglavju 4.1.1). Po procesu kvalitativnega filtriranja smo obdržali v povprečju 
58,9 % odčitkov v primeru uporabe polimeraze KAPA HiFi ter 28,5 % odčitkov v 
primeru uporabe polimeraze Q5 (P < 0,001, podatki niso prikazani). Posledično smo z 
istim protokolom pridobili z uporabo polimeraze KAPA HiFi značilno več sekvenčnih 
odčitkov (v povprečju 29999 odčitkov na vzorec) v primerjavi s polimerazo Q5 (v 
povprečju 11612 odčitkov na vzorec) (P < 0,001, podatki niso prikazani). 
Za nadaljnje projekte smo se odločili uporabljati polimerazo Kapa HiFi (Biosystems). 
Predvideli smo, da bo odstranjevanje tako visokega deleža sekvenc med procesom 
kvalitativnega filtriranja  problematično, in sicer predvsem pri vzorcih, kjer bo 
bakterijsko breme nizko. 
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4.1.3 Vzpostavitev ter analiza internega standarda za sekvenciranje 
Z analizo internega standarda smo spremljali ponovljivost sekvenciranja ter ocenili 
pristranskost v sestavi bakterijske združbe, ki jo vnesemo tekom priprave knjižnice ter 
obdelave sekvenčnih odčitkov. Dodatno nam omogoča evidenco nepristranske ocene 
napake sekvenciranja. Standard PhiX (Illumina), na podlagi katerega iz MiSeq 
(Illumina) izhodnih podatkov pridobimo oceno napačno vstavljenih baz, namreč poda 
zgolj surovo oceno napake pred obdelavo sekvenčnih odčitkov. Ocena napake, ki jo 
pridobimo z analizo internega standarda nam po drugi strani poda končno napako po 
procesu kvalitativnega filtriranja. 
Interni standard za sekvenciranje vsebuje DNA 24 bakterijskih sevov. Seznam 
organizmov ter postopek priprave standarda je opisan v materialih in metodah (poglavje 
3.1.1). Interni standard je bil vključen v vsak sekvenčni proces, pri čemer smo knjižnico 
pripravili po istem protokolu kot vzorce (materiali in metode, poglavje 3.1). 
Analiza internega standarda je pokazala, da so odstopanja v ocenjeni napaki prebranih 
baz med sekvenciranji majhna, pri čemer je število napačno vstavljenih baz v povprečju 
1 na 50000 (slika 2). Za večji napaki v primeru sekvenciranj 20171024_Mikro ter 
20180517_Mikro predvidevamo, da je vzrok previsoka koncentracija DNA v končni 
knjižnici, s katero je bil opravljen sekvenčni proces.  
 
Slika 2: Prikaz števila napačno vstavljenih baz glede na sekvenčni proces. 
Figure 2: Sequencing error across different sequencing runs. 
Na podlagi števila kopij gena za rRNA ter dolžine genoma posamičnih sevov, ki so bili 
vključeni v genom, smo normalizirali število kopij gena za rRNA v končni mešanici za 
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vsako vključeno vrsto (materiali in metode, poglavje 3.1.1). To nam je omogočilo, da 
ocenimo pristranskost pri zaznavanju različnih bakterijskih skupin glede na izmerjeno 
relativno zastopanost v standardu. 
Odstopanja v relativni zastopanosti posameznih bakterijskih skupin v internem 
standardu so med sekvenciranji minimalna (slika 3). Pokazali smo, da so nihanja 
neodvisna od koncentracije naložene knjižnice, ocene napake sekvenciranja ali tipa 
vzorcev, na podlagi česar sklepamo, da so v veliki meri naključna. Da bi se izognili 
napakam, ki jih ta nihanja prinesejo, smo v nadalje stremeli k temu, da celoten nabor 
vzorcev v okviru tekočega projekta analiziramo v istem sekvenčnem procesu. 
Največja odstopanja med sekvenčnimi procesi smo opazili v primeru bakterije 
Akkermansa muciniphila. To je tudi vrsta, ki jo zaznamo v višji relativni zastopanosti od 
pričakovane (slika 3). V previsoki zastopanosti smo zaznavali predvsem bakterijo 
Lactobacillus johnsonii, medtem ko smo praviloma podcenili relativno zastopanost vrst 
iz rodov Clostridium in Bifidobacterium (slika 3). 
 
 
Slika 3: Prikaz relativnih zastopanosti vrst v internem standardu za izvedene sekvenčne procese (n=18). 
Sevi so bili pred združitvijo v interni standard normalizirani na enako število kopij gena za 16S rRNA na 
podlagi števila kopij gena v genomu ter dolžine genoma. Horizontalna črtkana črta prikazuje relativno 
zastopanost v hipotetičnem primeru, ko postopek priprave knjižnic ter analize sekvenčnih podatkov ne bi 
vnesel nobene pristranskosti v zastopanost sevov v združbi. 
Figure 3: Relative abundance of species in the sequencing standard across multiple sequencing runs (n=18). 
Strains were prior to pooling normalized according to the length of genome and number of repeats of 16S 
rRNA gene. Horizontal dotted line marks the hypothetical relative abundance that would apply if no bias was 
introduced to community structure during library preparation and sequence analysis.  
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4.1.4 Optimizacija pogojev hranjenja fekalnega materiala 
V sklopu optimizacije pogojev shranjevanja vzorcev smo preverili vpliv temperature ter 
dodatka pufra Inhibitex (Qiagen, Venlo, Nizozemska). Poskus smo izvedli vzporedno 
na dveh vzorcih fecesa dveh zdravih prostovoljcev, pri čemer je bil vsak pogoj izveden 
v treh ponovitvah.  Vzorčili smo 3 ter 8 dni po pričetku poskusa, vendar med časovnima 
točkama nismo pokazali značilnih razlik v sestavi bakterijske združbe (AMOVA, P = 
0,558). 
Vzorce smo analizirali z metodo amplikon sekvenciranja (materiali in metode, poglavje 
3.1). Če upoštevamo skupno vse preiskane vzorce, smo po kvalitativnem filtriranju 
pridobili v povprečju 37669,5 odčitkov na vzorec (minimalno 6828, maksimalno 
115180). Po odstranitvi nizko zastopanih odčitkov (< 0,01 % celokupnega števila 
odčitkov) ter pod-vzorčenju na 6000 odčitkov na vzorec, smo pridobili 98 OTU-jev, v 
povprečju 70,1 OTU-jev na vzorec. 
4.1.4.1 Vpliv temperature hranjenja 
Vzorce smo hranili pri temperaturah -80 °C, -20 °C ter 4 °C in sicer 3 ter 8 dni. Združbe 
smo primerjali na podlagi števila zaznanih OTU-jev (slika 4A), mikrobne raznolikosti 
(Indeks Shannon; slika 4B) ter razpršenosti vzorcev znotraj skupin na podlagi Bray-
Curtis razdalj (slika 4C). Ker v odvisnosti od časa hranjenja (dan 3 ter 8) nismo 
pokazali razlik v bakterijski združbi, so rezultati prikazani za obe časovni točki skupaj. 
Med različnimi temperaturami hranjenja nismo opazili razlik, statistično značilna je bila 
samo višja raznolikost združbe (Indeks Shannon) pri temperaturi hranjenja -80 °C v 
primerjavi s temperaturo 4 °C pri vzorcu 1 (P=0,001, slika 4B). 
 
Slika 4: Analiza alfa raznolikosti glede na temperaturo hranjenja. 
Število zaznanih OTU-jev (A), raznolikosti bakterijske združbe na podlagi Indeks Shannona (B) ter 
razpršenosti vzorcev znotraj preiskovanih skupin na podlagi Bray-Curtis razdalj (C) glede na temperaturo 
hranjenja vzorcev po 3 ter 8 dnevih hranjenja (čas hranjenja ni vplival na združbo, zato so vzorci obeh 
časovnih točk združeni). Dva vzorca blata, ki sta bila vključena v analizo sta barvno ločena z modro in rdečo. 
Figure 4: Alpha diversity analysis in relation to storage temperature. 
Number of detected OTUs (A), microbial community diversity (Shannon index; B) and scatter of samples 
inside the compared groups (Bray-Curtis distances; C) according to storage temperature after 3 and 8 day 
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incubation period (there was no differentiation according to time, therefore samples were merged). Colors 
indicate two independent stool samples used in the experiment. 
4.1.4.2 Vpliv uporabe pufra Inhibitex 
Pokazali smo, da se bakterijska združba spremeni v večji meri, ko vzorec hranimo brez 
pufra Inhibitex v primerjavi s shranjevanjem v 1 mL pufra Inhibitex (Bray-Curtis 
razdalje, P < 0,001; AMOVA, P < 0,001; slika 5C). Razlike v številu zaznanih OTU-jev 
nismo zaznali, medtem ko se je v primeru vzorca 2 mikrobna raznolikost ob dodatku 
pufra značilno zmanjšala (Indeks Shannon, P = 0,002; slika 5B). 
 
Slika 5: Analiza alfa raznolikosti glede na uporabo pufra Inhibitex. 
Prikaz števila zaznanih OTU-jev (A),  raznolikosti bakterijske združbe na podlagi Indeks Shannona (B) ter 
razpšenosti vzorcev znotraj preiskovanih skupin na podlagi Bray-Curtis razdalj (C) glede na uporabo pufra 
Inhibitex (QIAmp) v primerjavi s hranjenjem vzorca brez dodatka pufra. Dva vzorca blata, ki sta bila 
vključena v analizo sta barvno ločena z modro in rdečo. 
Figure 5: Alpha diversity anaylsis in relation to the use of Inhibitex buffer. 
Number of detected OTUs (A), bacterial community diversity (Shannon index; B) and scatter of samples inside 
the compared groups (Bray-Curtis distances; C) according to the addition of non-addition of Inhibitex buffer 
(QIAmp). Colors indicate two independent stool samples used in the experiment. 
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo pripravili protokol, po katerem smo vzorce 
hranili v raztopini s pufrom Inhibitex pri -80 °C. 
4.1.5 Analiza bakterijske ter glivne združbe v skupini zdravih prostovoljcev 
Skupino zdravih prostovoljcev smo analizirali z namenom optimizacije ter končne 
postavitve metodologije za analizo črevesne združbe ter kot kontrolno skupino za 
primerjavo s hospitaliziranimi bolniki. V študijo je bilo vključenih 186 zdravih 
posameznikov iz Maribora ter okolice. Analizirali smo bakterijsko (V3V4 regija gena za 
16S rRNA) ter glivno združbo (ITS2 regija) v zbranih vzorcih blata. 
V primeru bakterijske združbe smo po kvalitativnem filtriranju, odstranitvi nizko 
zastopanih odčitkov (< 0,01 % celokupnega števila odčitkov) ter pod-vzorčenju na 3000 
odčitkov na vzorec, pridobili 395 OTU-jev, v povprečju 121 OTU-jev na vzorec. 
V primeru glivne združbe smo po kvalitativnem filtriranju, odstranitvi nizko zastopanih 
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odčitkov (< 0,01 % celokupnega števila odčitkov) ter pod-vzorčenju na 950 odčitkov na 
vzorec, pridobili 251 OTU-jev, v povprečju 7,5 OTU-jev na vzorec. 
Čeprav smo na posameznika zaznali relativno malo glivnih skupin, je bila celokupna 
pestrost glivne združbe v populaciji visoka in glede na redčitveno krivuljo sklepamo, da 
bi se nabor glivnih skupin z dodatnim vzorčenjem še povečal (slika 6, rdeča redčitvena 
krivulja). Redčitvena krivulja, ki prikazuje bakterijske skupine je nasprotno dosegla 
plato, iz česar predvidevamo, da smo večino bakterijske bogatosti, ki je prisotna v 
preiskovani kohorti, z našo analizo uspeli zajeti (slika 6, modra redčitvena krivulja). 
 
Slika 6: Redčitveni krivulji za bakterijsko ter glivno združbo. 
Vrednosti predstavljajo povprečno število zaznanih OTU-jev v odvisnosti od števila vzorcev (1000 iteracij) z 
95 % intervalom zaupanja. Za izris grafa smo zaradi primerljivosti podatkov tako bakterijsko kot glivno 
združbo redčili na 950 odčitkov na vzorec. 
Figure 6: Rarefaction curves for bacterial and fungal OTUs. 
Rarefaction curves for bacterial (blue) and fungal (red) OTUs were calculated by rarefying each sample to 950 
reads in case of both bacterial and fungal communities. Plotted data points represent the mean value of OTUs 
for the respective number of samples (1000 iterations) with a 95 % confidence interval. 
V analizirani populaciji smo zaznali 7 bakterijskih debel. Izmed teh se pričakovano v 
najvišji relativni zastopanosti pojavljata debli Firmicutes ter Bacteroides, pri čemer ti 
dve kažeta tudi največjo med-posamično variabilnost (slika 7A). V glivni združbi smo 
zaznali 3 debla, pri čemer v relativni zastopanosti odločno prevladujejo predstavniki iz 
debla Ascomycota (slika 7B). 
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Slika 7: Zastopanost bakterijskih ter glivnih debel v populaciji zdravih prostovoljcev. 
Prikaz relativnih zastopanosti bakterijskih (A) ter glivnih (B) debel. Prikazana so samo debla, ki so bila v 
združbi prisotna v minimalno 1 % celokupnem deležu. 
Figure 7. Bacterial and fungal phyla relative abundance. 
Relative abundances of bacterial (A) and fungal (B) phyla. Only phyla with an overall relative abundance 
greater than 1 % are shown. 
 
4.1.5.1 Analiza jedra bakterijske združbe 
V jedro združbe (angl: core community) se je v naši študiji uvrstilo 9 OTU-jev, ki so 
izpolnili vključitveni kriterij prisotnosti v vsaj 95 % vzorcev pri relativni zastopanosti 
0,1 % ali več. V primeru bakterijske združbe sta jedrna OTU-ja, ki smo ju zaznali v 
najvišji zastopanosti, pripadala rodovoma Faecalibacterium (OTU1) ter Bacteroides 
(OTU2). Ostalih 7 jedrnih OTU-jev so predstavljali predstavniki družine 
Lachnospiraceae, natančneje rodovi Blautia (OTU6, OTU10, OTU35), Roseburia 
(OTU5), Lachnospiracea (OTU14), Anaerostipes (OTU15) ter Clostridium XIVa 
(OTU38). V primeru glivne združbe je vključitveni kriterij za jedro združbe izpolnila 
samo gliva Saccharomyces cerevisiae (OTU1) (slika 8). 
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Slika 8: Analiza bakterijskega ter glivnega jedra združbe v populaciji zdravih prostovoljcev. 
Prikaz deleža vzorcev [%] glede na delež zaznanih OTU-jev [%], za bakterijsko (modra) ter glivno (rdeča) 
združbo posamezno. V jedro združbe so bili vključeni OTU-ji, ki so bili prisotni v vsaj 95 % vseh vzorcev v 
minimalno 0,1 % relativni zastopanosti. Desno so navedene bakterijske (modra) ter glivne (rdeča) skupine, ki 
so ta kriterij dosegle. Pike označujejo bakterijske skupine, ki so bile štirih primerljivih objavah navedene kot 
del jedra skupnosti. 
Figure 8: Core microbiome analysis in the healthy population. 
The core microbiome is shown as a percent of samples (%) that include the corresponding percent (%) of 
fungal (red) and bacterial (blue) OTUs. To the right is the list of bacterial (n=9) and fungal (n=1) OTUs, which 
meet the criteria for inclusion into the core community. We compared our observed core taxa with four other 
studies also reporting core communities. The dot indicates that the core taxa identified in our cohort was also 
reported by respective study at genus or family taxonomic level. 
4.1.5.2 Primerjava črevesne mikrobiote glede na gostiteljeve dejavnike 
V sklopu študije smo od prostovoljcev pridobili poleg vzorca tudi izpolnjen vprašalnik. 
Ta je vseboval nabor trinajstih vprašanj, ki so podrobneje opisana v materialih in 
metodah (poglavje 3.2.1). S testom permutacijske analize molekularne variance 
(PERMANOVA, vhodni podatki v obliki Bray-Curtis distančne matrike, stopnja lažno 
zaznanih značilk (angl: False discovery rate, FDR) < 0,05 po korekcijski metodi 
Benjamini-Hochberg) smo izpostavili starost ter spol kot značilni spremenljivki, ki 
vplivata na sestavo bakterijske združbe (skupaj sta razložili 2,2 % med-posamične 
variablinosti) ter telesno aktivnost kot značilno spremenljivko, ki vpliva na sestavo 
glivne združbe (razložila 4,2 % med-posamične variablinosti) (preglednica 2). 
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Preglednica 2: Vpliv gostiteljevih dejavnikov na bakterijsko in glivno združbo v skupini zdravih prostovoljcev. 
Za vsak dejavnik je navedena razporeditev podatkov ter rezultat analize PERMANOVA (1000 permutacij, 
Bray-Curtis razdalje), ki je prikazana z informacijo o razloženi varianci (R2) za bakterijsko ter glivno 
združbo posamezno. Dejavniki s statistično značilno P vrednostjo po korekciji z metodo Benjamini-Hochberg 
(FDR < 0,05) so poudarjeni s sivim ozadjem ter dodatno pripisano informacijo za P vrednost. 
Table 2: Effect of host/environmental factors on bacterial and fungal community in healthy population. 
A list of host and environmental factors, which were collected with questionnaire, with corresponding 
distribution of samples inside their respective factor category. To the right we show the results of the 
PERMANOVA test (1000 permutations, Bray-Curtis distances), presented with the value for explained 
variance (R2) for each factor in relation to the bacterial or fungal community. Host/environmental factors 
with a significant P value, after adjustment with Benjamini-Hochberg correction (FDR < 0,05), are highlighted 
in grey. 
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Analiza bakterijske združbe je v povezavi s starostjo prostovoljcev pokazala naraščanje 
v pestrosti mikrobne združbe z leti (Indeks Shannon, Pearsonov koeficient, r = 0,213, 
P=0,003; slika 9A). Pokazali smo, da je črevesna mikrobiota v poznejših letih povezana 
z upadom v relativni zastopanosti predstavnikov iz rodov Bifidobacterium (OTU46, 
OTU119) in Bacteroides (OTU2, OTU27), ter povišani zastopanosti predstavnikov iz 
redu Clostridiales (OTU49, OTU69, OTU114) ter ne-klasificiranega predstavnika debla 
Proteobacteria (OTU93) (slika 6B). 
 
 
Slika 9: Vpliv starosti na sestavo bakterijske združbe v skupini zdravih prostovoljcev. 
(A) razpršeni diagram mikrobne raznolikost (indeks Shannon) glede na starost zdravega prostovoljca. Dodana 
je linearna regresija z 95 % intervalom zaupanja (senčena cona). (B) seznam 8 bakterijskih skupin, ki se glede 
na Pearsonov koeficient korelacije najbolj značilno povečajo (modra) ali zmanjšajo (rdeča) s starostjo. 
Figure 9: Age-associated changes in bacterial communities. 
Graph shows bacterial community Shannon diversity index in relation to age. The linear regression indicates 
the increase of the Shannon diversity with age and is presented with a 95 % confidence interval (A) (Pearson's 
r=0,213, P=0,003). The bar plot shows Pearson correlations of bacterial OTUs that significantly increase (blue) 
or decrease (red) in relative abundance with age (FDR  < 0,05) (B). 
Bakterijska združba se je značilno razlikovala med moškimi ter ženskami (AMOVA, P 
< 0,001). Za ženske je bila značilna rahlo višja raznolikost bakterijske združbe (Indeks 
Shannon, P = 0,014; slika 10A). V primerjavi z moško populacijo smo pri ženskah 
pokazali nižjo zastopanost številnih OTU-jev iz redu Clostridiales (OTU6, OTU48, 
OTU63, OTU65, OTU86) ter višjo zastopanost rodu Akkermansia (OTU25), treh OTU-
jev pripadajočih družini Ruminococcaceae (OTU24, OTU77, OTU98) ter rodu Alistipes 
(OTU32, OTU34, OTU97) (slika 10B). 
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Slika 10 Vpliv spola na sestavo bakterijske združbe v skupini zdravih prostovoljcev. 
(A) Prikaz mikrobne raznolikosti (Indeks Shannon) glede na spol zdravega prostovoljca. (B) Seznam 
bakterijskih skupin, ki so najbolj značilno povišane v relativni zastopanosti pri moških (rdeče) ter ženskah 
(modro) (LEfSe test, moč testa je prikazana z vrednostjo linearne diskriminatorne analize (LDA)). 
Figure 10: Gender-associated differences in bacterial communities. 
Shannon diversity index in females compared to males (Kruskal-Wallis test, P = 0,014) (A). The bar plot 
presents LEfSe results showing LDA values for OTUs, which were significantly increased in males (red) and 
females (blue). 
Kategorija 'telesna aktivnost' je bila v vprašalniku definirana s štirimi stopnjami glede 
na tedensko pogostnost, ko se posameznik ukvarja z rekreativnimi dejavnostmi 
(materiali in metode, poglavje 3.2.1). Pokazali smo, da je pogostejša telesna aktivnost 
povezana z večjo raznolikostjo glivne združbe (Spearman r = 0,217, P = 0,003; slika 
11A) ter nižjo relativno zastopanostjo glive Saccharomyces cerevisiae (F_OTU1) 
(Spearman r = -0,217, P = 0,003; slika 11B). Pomembno je izpostaviti, glede na 
poročano stopnjo telesne aktivnosti imeli tudi različne prehranjevalne navade. Slednje je 
najbolj razvidno iz deleža prostovoljcev, kateri pri prehrani izvzemajo meso ter mesne 
izdelke (poročano vegeterjastvo in veganstvo). Delež teh glede na naraščajočo stopnjo 
telesne aktivnosti narašča od 8,7 %, 8,9 %, 29.3 % do 50 %. 
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Slika 11: Vpliv telesne aktivnosti na sestavo glivne združbe v skupini zdravih prostovoljcev. 
Prikaz raznolikosti glivne združbe (Indeks Shannon; A) ter relativne zastopanosti glive S. cerevisiae (B) v 
odvisnosti od poročane stopnje telesne aktivnosti (TA). Slednja je bila definirana s štirimi kategorijami, in 
sicer TA.1 – občasna telesna aktivnost, TA.2 – telesna aktivnost približno enkrat tedensko, TA.3 – telesna 
aktivnost večkrat tedensko ter TA.4 – aktiven športnik/športnica. 
Figure 11: Changes in fungal microbiota associated with the reported rate of physical activity. 
Shannon diversity index (A) and S. cerevisiae abundance (B) according to the rate of reported physical 
activity. Physical activity was defined with four categories, i.e. TA_1 - occasional exercise; TA_2 - exercise 
approximately once a week; TA_3 - exercise multiple times weekly; TA_4 - active athlete. 
4.2 INTERAKCIJE MED ČREVESNO MIKROBIOTO IN BAKTERIJO C. difficile 
PRI HOSPITALIZIRANIH BOLNIKIH 
4.2.1 Primerjalna analiza črevesne mikrobiote med skupinama hospitaliziranih 
bolnikov ter zdravih prostovoljcev 
 V sklopu študije smo analizirali bakterijsko ter glivno združbo pri skupno 281 
posameznikih. 121 vzorcev predstavljajo bolniki, ki so bili hospitalizirani na Oddelku 
za gastroenterologijo (UKC Maribor). Te smo dalje ločili glede na razlog hospitalizacije 
v tiste z kroničnimi črevesnimi boleznimi v fazi zagona (KVČB, n = 40) ter preostale 
hospitalizirane bolnike (PHB, n = 81). Kontrolno skupino je predstavljalo 160 zdravih 
prostovoljcev (ZP), ki so bili na podlagi nabora dodatnih vključitvenih kriterijev izbrani 
iz celotne skupine zdravih prostovoljcev (materiali in metode, poglavje 3.2.2). 
V okviru analize bakterijske združbe smo po kvalitativnem filtriranju pridobili v 
povprečju 37858,3 odčitkov na vzorec (minimalno 3433, maksimalno 87916). Po 
odstranitvi nizko zastopanih odčitkov (< 0,05 % celokupnega števila odčitkov) ter pod-
vzorčenju na 3000 odčitkov na vzorec, smo pridobili 221 OTU-jev, v povprečju 78,7 
OTU-jev na vzorec. 
V okviru analize glivne združbe smo po kvalitativnem filtriranju pridobili v povprečju 
19673,9 odčitkov na vzorec (minimalno 1042, maksimalno 73757). Po odstranitvi nizko 
zastopanih odčitkov (< 0,05 % celokupnega števila odčitkov) ter pod-vzorčenju na 1000 
odčitkov na vzorec, smo pridobili 69 OTU-jev, v povprečju 4,9 OTU-jev na vzorec. 
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Analiza bakterijske združbe je pokazala značilne razlike med skupino zdravih 
prostovoljcev ter skupino hospitaliziranih bolnikov (AMOVA, P < 0,001). Slednje velja 
tudi, ko smo skupino bolnikov ločili na bolnike s KVČB ter preostale in vsako od njih 
ločeno primerjali s skupino zdravih prostovoljcev (AMOVA, P < 0,001 v obeh 
primerih). Razlike se kažejo v nižji bogatosti (število zaznanih OTU-jev, P < 0,001; 
slika 12A) ter raznolikosti bakterijske združbe (Indeks Shannon, P < 0,001; slika 12B), 
kot tudi večji razpršenosti vzorcev znotraj skupin hospitaliziranih bolnikov v primerjavi 
z zdravimi prostovoljci (Bray-Curtis razdalje, P < 0,001; slika 12C).  
S populacijsko analizo smo identificirali številne OTU-je, ki so med primerjanimi 
skupinami prisotni pri značilno različnih relativnih zastopanostih (LEfSe analiza, 
priloga A). Na bolj splošen način lahko razlike opišemo na nivoju taksonomskega debla 
(slika 13). Tako v skupini hospitaliziranih bolnikov kot skupini zdravih prostovoljcev se 
v najvišji relativni zastopanosti pojavljata debli Firmicutes ter Bacteroidetes, vendar so 
v skupini hospitaliziranih bolnikov ti prisotni v nižji relativni zastopanosti (P < 0,001 ). 
Predstavniki debla Proteobacteria so med drugim tudi del normalne črevesne 
mikrobiote in so v skupini zdravih prostovoljcev tretje najpogosteje zastopano 
bakterijsko deblo, vendar navadno v relativni zastopanosti nižji od 10 %. V skupini 
hospitaliziranih bolnikov so imeli številni posamezniki relativno zastopanost debla 
Proteobacteria povišano, pri 13 % je to deblo predstavljalo več kot 50 % analiziranih 
sekvenčnih odčitkov (slika 13, bakterijska združba). 
Značilne razlike v sestavi bakterijske združbe so prisotne tudi med podskupinama 
hospitaliziranih bolnikov in sicer tistimi s KVČB ter preostalimi bolniki (AMOVA, P = 
0,009). Bolniki s KVČB imajo v primerjavi s preostalimi nižjo bogatost (številno 
zaznanih OTU-jev, P = 0,001; slika 12A) ter raznolikost bakterijske združbe (Indeks 
Shannon, P = 0,003; slika 12B). V skupini 'KVČB' smo pokazali povišano relativno 
zastopanost OTU-jev Enterococcus (OTU4), Escherichia_Shigella (OTU3) ter 
Streptococcus (OTU59). V skupini preostalih hospitaliziranih bolnikov so bili v 
relativni zastopanosti najbolj povišani OTU iz družine Enterobacteriaceae (OTU6), 
Akkermansia (OTU9) ter Streptococcus (OTU19) (priloga A). 
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Slika 12: Analiza alfa raznolikosti v skupini hospitaliziranih bolnikov. 
Prikaz mikrobne bogatosti (število zaznanih OTU-jev), raznolikosti (Indeks Shannon) ter razpršenosti vzorcev 
znotraj analiziranih skupin (Bray-Curtis razdalje) za bakterijsko (A) ter glivno združbo (B) posamezno. 
Zvezdice nad skupino označujejo stopnjo značilnosti, s katero se je razporeditev v dotični skupini razlikovala 
od preostalih dveh skupin. Barve označujejo tri skupine vključene v primerjavo, in sicer KVČB (rdeča), PHB 
(oranžna) ter ZP (zelena). 
Figure 12: Alpha diversity analysis in the population of hospitalized patients. 
Community richness (number of detected OTUs), diversity (Shannon index) and scatter of samples inside 
compared groups (Bray-Curtis distance) for bacterial (A) and fungal (B) community separately. Asterisks 
above groups indicate significance by which group differentiates from both two other groups. Colors indicate 
the three compared groups, namely KVČB (red), PHB (orange) and ZP (green). 
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Slika 13: Relativna zastopanost bakterijskih ter glivnih debel v skupini hospitaliziranih bolnikov. 
V primeru bakterijske združbe je prikazanih 5 debel z najvišjo relativno zastopanostjo, skupno smo jih v 
združbi zaznali 12. Barve označujejo različne skupine vključene v primerjavo, in sicer KVČB (rdeča), PHB 
(oranžna) ter ZP (zelena). 
Figure 13: Relative abundance of bacterial and fungal phyla. 
In case of bacterial community only top five most abundant phyla are presented, while the total of 12 were 
detected. Colors indicate compared groups, namely KVČB (red), PHB (orange) and ZP (green). 
 
Analiza jedra združbe je pokazala, da številni OTU-ji, ki so v vsaj 0,1 % zastopanosti 
prisotni v skupini zdravih prostovoljcev (ZP), odsotni v skupini hospitaliziranih 
bolnikov, pri čemer je dodatno v skupini bolnikov s KVČB število jedrnih OTU-jev 
mejno statistično nižje kot pri ostalih hospitaliziranih bolnikih (PHB) (P = 0,054; slika 
14 A). Upad v številu jedrnih OTU-jev je še en visoko zanesljiv pokazatelj porušene 
mikrobiote in kot vidimo na sliki 14 B značilno korelira s raznolikostjo bakterijske 
združbe (Indeks Shannon; linearna regresija, R
2
 = 0,597, P < 0,001). 
Pri analizi jedra bakterijske skupnosti v skupini hospitaliziranih bolnikov noben izmed 
OTU-jev ni dosegel kriterija prisotnosti v 95 % vzorcev. Najvišje sta se uvrstila OTU-ja 
Escherichia_Shigella_(OTU3) in Streptococcus_(OTU19), ki sta bila v najmanj 0,1 % 
relativni zastopanosti prisotna v 74,5 % ter 72,6 % analiziranih vzorcev. 
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Slika 14: Analiza jedra skupnosti v skupini hospitaliziranih bolnikov. 
Prikazano števila jedrnih OTU-jev, ki so bili določeni na populaciji zdravih prostovoljcev (prisotnost v vsaj 
95 % vzorcev pri minimalno 0,1 % relativni zastopanosti, skupno smo zaznali 11 jedrnih OTU-jev), glede na 
primerjano skupino (A). Raznolikost bakterijske združbe (Indeks Shannon) glede na število jedrnih OTU-jev. 
Barve označujejo primerjano skupino, v katero sodi vzorec, in sicer je skupina ZP označena z rdečo, KVČB z 
modro ter PHB z zeleno. Linearna regresija je prikazana s 95 % intervalom zaupanja. 
Figure 14: Analysis of core community in the population of hospitalized patients. 
Number of core OTUs across compared groups. Core OTUs were obtained by analizing the population of 
healthy volunteers (presence in at least 95 % samples at minimal relative abundance of 0,1 %, we detected a 
total of 11 such OTUs) (A). Dot plot shows bacterial community diversity (Shannon index) according to 
number of detected core OTUs. Colors indicate compared group, namely red for ZP, blue for KVČB and 
green for PHB. Linear regression was fitted to all samples regardless of group and is shown with 95 % 
confidence interval (B). 
Analiza glivne združbe je prav tako pokazala razlike med skupino hospitaliziranih 
bolnikov ter skupino zdravih prostovoljcev (AMOVA < 0,001). V mikrobni raznolikosti 
nismo zaznali razlik (Indeks Shannon, slika 12B), medtem ko je bila bogatost glivne 
združbe značilno nižja v obeh podskupinah hospitaliziranih bolnikov v primerjavi z 
zdravimi prostovoljci (število opaženih OTU-jev, P < 0,001; slika 12A). V skupini 
zdravih prostovoljcev smo v primerjavi s hospitaliziranimi bolniki podobno kot v 
bakterijski združbi tudi pri glivah pokazali nižjo razpršenost vzorcev (Bray-Curtis 
razdalje, P < 0,001; slika 12C). Populacijska analiza je kot diferencialno zastopane 
izpostavila tri glivne OTU-je in sicer z zdravimi prostovoljci povezano višjo relativno 
zastopanost gliv Saccharomyces cereviseae (OTU1) in Debaryomyces (OTU3) ter nižjo 
relativno zastopanost glive Candida albicans (OTU2). 
Med podskupinama hospitaliziranih bolnikov je bila edina razlika značilno večja 
relativna zastopanost glive C. albicans v skupini ostalih hospitaliziranih bolnikov 
(LEfSe, LDA = 5,310, P < 0,001). Razmerje Basydiomycota/Ascomycota, ki je bilo v 
preteklih objavah poročano kot povišano v skupini KVČB obolelih, se pri nas ni 
značilno razlikovalo med primerjanimi skupinami (P > 0,05). 
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4.2.2 Interakcije med črevesno mikrobioto hospitaliziranih bolnikov in bakterijo 
C. difficile 
Bakterija C. difficile je bila v vzorcih kvantificirana z vrstno specifično kvantitivno 
verižno reakcijo s polimerazo (QPCR) (Pintar, 2017). V skupini zdravih prostovoljcev 
smo samo pri eni osebi potrdili prisotnost bakterije v blatu, zato smo se za primerjavo 
mikrobiote med koloniziranimi ter ne-koloniziranimi vzorci z bakterijo  
C. difficile osredotočili izključno na hospitalizirane bolnike. 
Skupno je bilo z bakterijo C. difficile koloniziranih 41 (33,9 %) od 121 bolnikov, in 
sicer 14 (35,0 %) v skupini 'KVČB' ter 27 (33,3 %) med ostalimi hospitaliziranimi 
bolniki, pri čemer se primerjani skupini značilno ne razlikujeta v deležu koloniziranosti 
(Fisher exact test, P = 1,000). 
Analiza beta raznolikosti je pokazala, da se bakterijska združba med vsemi 
hospitaliziranimi koloniziranimi ter ne-koloniziranimi z bakterijo C. difficile šibko 
statistično razlikuje (AMOVA, P = 0,046). Ko smo obravnavali podskupini 
hospitaliziranih bolnikov ločeno, smo razlike potrdili pri skupini brez KVČB 
(AMOVA, P = 0,012), medtem ko v skupini 'KVČB' značilnih razlik v bakterijski 
združbi med koloniziranimi ter nekoloniziranimi nismo pokazali. 
V skupini hospitaliziranih bolnikov brez KVČB so vzorci kolonizirani z bakterijo  
C. difficile imeli mejno statistično značilno nižjo bakterijsko bogatost (število zaznanih 
OTU-jev, P = 0,094; slika 15A) ter raznolikost (Indeks Shannon, P = 0,092; slika 15B). 
Populacijska analiza je pokazala, da je koloniziranost z bakterijo C. difficile povezana z 
višjo relativno zastopanostjo OTU-ja Enterococcus (OTU4) ter nižjo relativno 
zastopanostjo številnih OTU-jev predvsem iz debla Firmicutes, med najbolj značilne so 
se uvrstili predstavniki rodov Faecalibacterium (OTU2), Bifidobacterium 
(Actinobacteria, OTU31), Ruminococcus (OTU15) ter Roseburia (OTU8) (slika 15C). 
Analiza glivne združbe ni pokazala značilnih razlik med C. difficile koloniziranimi ter 
ne-koloniziranimi hospitaliziranimi bolniki. 
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Slika 15: Razlike v sestavi bakterijske združbe med C. difficile koloniziranimi ter ne-koloniziranimi znotraj 
skupine hospitaliziranih bolnikov brez KVČB. 
Prikaz bakterijske bogatosti (število zaznanih OTU-jev; A) ter raznolikosti (Indeks Shannon; B). Populacijska 
analiza (LEfSe) prikazana z 11 OTU-ji, ki se glede na LDA vrednost med skupinama koloniziranih ter ne-
koloniziranih z bakterijo C. difficile najbolj značilno razlikujejo v relativni zastopanosti. 
Figure 15: Figure shows differences in bacterial community according to C. difficile colonization status inside 
the group of hospitalized patients without IBD. 
Bacterial community richness (number of detected OTUs; A) and diversity (Shannon index, B). Population 
analysis (LEfSe) lists 11 OTUs, that most significantly differ between C. difficile colonized and non-colonized 
according to LDA value. 
 
4.3 IN VITRO MODULACIJA ČREVESNE MIKROBIOTE S POLIFENOLI IN 
INTERAKCIJE S C. difficile 
4.3.1 Pred-izbor polifenolnih ekstraktov na podlagi modulacije bakterijske 
združbe v preprostem šaržnem modelu 
V sklopu sodelovanja s prof. Natašo Poklar Ulrih (Katedra za biokemijo in kemijo živil, 
Biotehniška fakulteta, UL) smo prejeli petih polifenolnih ekstraktov (PE), in sicer 
ekstrakt borovnic, tri ekstrakte granatnega jabolka (mezokarp, sok in rdeča lupina) ter 
ekstrakt koprivovca. V sklopu pred-izbora smo iz nadaljnjega testiranja izločili ekstrakt 
koprivovca zaradi slabe topnosti v vodi. 
V preprostem šaržnem sistemu (materiali in metode, poglavje 3.3.1) smo preverili vpliv 
preostalih PE (PE borovnic, PE granatnega jabolka (mezokarp), PE granatnega jabolka 
(rdeča lupina) ter PE granatnega jabolka (sok)) na sestavo bakterijske združbe. Kot 
izhodiščni material za poskus smo uporabili vzorec blata zdravega prostovoljca. Vsi PE 
so bili dodani v treh različnih končnih koncentracijah (250 mg/L, 500 mg/L ter 2000 
mg/L). Po treh dneh inkubacije fekalne mikrobiote z ekstraktom smo vzorčili 1 mL 
suspenzije ter izolirali celokupno DNA (materiali in metode, poglavje 3.1.2). 
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Po kvalitativnem filtriranju smo pridobili v povprečju 57465 odčitkov na vzorec 
(minimalno 29921, maksimalno 92205). Po odstranitvi nizko zastopanih odčitkov (< 
0,01 % celokupnega števila odčitkov) ter pod-vzorčenju na 25000 odčitkov na vzorec, 
smo pridobili 88 OTU-jev, v povprečju 76,8 OTU-jev na vzorec. 
Pokazali smo, da izpostavitev mikrobiote vsem PE značilno vpliva na sestavo 
bakterijske združbe, pri čemer je učinek odvisen od koncentracije PE. Uporabljene 
koncentracije PE so bile izračunane na podlagi približka koncentracije, ki jo 
pričakujemo v gastrointestinalnem traktu po užitju ene kuhinjske žlice PE (približno 
500 mg/L). Izjema je koncentarcija 2000 mg/L, za katero na podlagi obstoječe literature 
pričakujemo da deluje inhibitorno na številne bakterijske skupine (Howell in D'Souza, 
2013), in je bila uporabljena informativno za določitev učinkov PE v visoki 
koncentraciji. 
Kontrolni vzorci so se gručali (angl: Cluster) samostojno, pri čemer dodatek 
ekvivalentne količine destilirane vode (topilo za PE) ni značilno vplival na sestavo 
bakterijske združbe (AMOVA, p > 0,05; slika 16A).  
Spremembe v sestavi bakterijske združbe so bile primerljive, ko je bila mikrobiota 
izpostavljena PE borovnice ali granatnega jabolka (sok) ter v primeru izpostavitve s 
preostalima PE granatnega jabolka (mezokarp in rdeča lupina). Te so vidne iz 
dendrogramske predstavitve (slika 16A) kot tudi razlik med indeksi alfa raznolikosti 
(slika 16B in 16C). 
V primerjavi s kontrolnima skupinama (kontrola ter kontrola + voda), ki nista bili 
izpostavljeni PE, je izpostavitev mikrobiote PE pri koncentracijah 250 ter 500 mg/L 
vodila v povišanje mikrobne raznolikosti (P < 0,001; slika 16B), v primeru izpostavitve 
PE granatnega jabolka (mezokarp) tudi značilno višjo bogatost (P < 0,001; slika 16C). 
V primeru izpostavitve mikrobiote PE granatnega jabolka (mezokarp) ter granatnega 
jabolka (rdeča lupina) smo pokazali večji vpliv koncentracije PE kot pri izpostavitvi PE 
granatnega jabolka (sok) ter borovnice. Te razlike so vidne na nivoju sestave bakterijske 
združbe (slika 16A) kot tudi značilno nižji mikrobni raznolikosti (slika 16B) ter 
bogatosti (slika 16C) v primeru izpostavitve PE pri koncentraciji 2000 mg/L (P < 
0,001).  
S populacijsko analizo (LEfSe test) smo izpostavili bakterijske skupine (OTU-je), ki so 
bile povišane v relativni zastopanosti glede na tip PE, kateremu je bila mikrobiota 
izpostavljena (priloga B). Večina diferencialno zastopanih OTU-jev so bili predstavniki 
redu Clostridiales, ki je bil tudi najbolj številčen red v združbi, in sicer je vključeval 
56,2 % vseh zaznanih OTU-jev. 
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Slika 16: Vpliv izpostavitve mikrobiote polifenolnim ekstraktom v preprostem šaržnem sistemu. 
Dendrogram prikazuje evklidijske razdalje med vzorci. Oznake vzorcev so sledeče k – kontrola, kv – kontrola 
z dodano vodo, m – PE granatnega jabolka mezokarp, rl – PE granatnega jabolka rdeča lupine, s – PE 
granatnega jabolka sok ter b – PE borovnic. Prva številka označuje koncentracijo polifenolnega ekstrakta 
(mg/L), druga pa zaporedno številko ponovitve  (A). Prikaz mikrobne raznolikosti (Indeks Shannon; B) ter 
bogatosti (število zaznanih OTU-jev; C). Barve točk prikazujejo koncentracijo polifenolnega ekstrakta, iz 
česar je razviden vpliv koncentracije pri mikrobiotah, ki so bile izpostavljene PE granatnega jabolka 
mezokarp ter granatnega jabolka rdeča lupina. Oznaka NA označuje kontrolo brez dodanega PE. 
Figure 16: Graph shows the effect of polyphenol extracts in the simple batch model. 
Dendrogram shows euclidian distances between samples. Sample names are defined as follows: k – control, kv 
– control with water, m – pomegranate mesocarp PE, rl – pomegranate red peel PE, s – pomegranate juice PE 
and b – blueberry PE. Firs number indicates concentration of PE (mg/L) while second number the successive 
number of replicate (A). Microbial diversity (Shannon index; B) and richness (number of detected OTUs; C). 
Colors on Box plots indicate the concentration of PE to emphasize the concentration dependant effect in case 
of pomegranate mesocarp and red peel PEs. NA indicates controls, that were not exposed to PEs. 
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Na podlagi preliminarnih rezultatov smo se odločili, da v glavnem poskusu uporabimo 
PE borovnic ter granatnega jabolka (mezokarp). Omenjena ekstrakta sta modulirala 
združbo na svojevrsten način. PE granatnega jabolka (mezokarp) je pri koncentracijah 
250 mg/L ter 500 mg/L podpiral rast največjega števila bakterijskih skupin (slika 16C) 
ter pokazal največje spremembe v odvisnosti od koncentracije, zaradi česar smo ga v 
nadaljevanju testirali pri dveh različnih koncentracijah. PE borovnic je bil izbran iz para 
borovnice ter granatno jabolko (sok), katera sta modulirala združbo na primerljiv način. 
4.3.2 Interakcije modulirane mikrobiote z bakterijo C. difficile – poskus na 
sistemu pretočnih bioreaktorjev 
Namen poskusa je bil uporabiti različne PE ter antibiotik klindamicin (posamično ali v 
kombinaciji) kot dejavnike modulacije mikrobiote ter v nadaljevanju preveriti vpliv 
modulirane mikrobiote na rast bakterije C. difficile ter aktivnosti toksinov TcdA ter 
TcdB, ki jih ta bakterija izdeluje. Poskus je bil izveden na sistemu 24 neodvisnih 
pretočnih bioreaktorjev (materiali in metode, poglavje 3.3.2). Na podlagi preliminarnih 
rezultatov smo za poskus izbrali PE granatnega jabolka (mezokarp) v končnih 
koncentracijah 100 mg/L in 400 mg/L ter PE borovnic v končni koncentraciji 400 mg/L. 
Antibiotik klindamicin je bil dodan v končni koncentraciji 250 mg/L. Časovni potek 
poskusa je shematsko prikazan na sliki 16 kar v sklopu tega poglavja zaradi lažjega 
razumevanja dobljenih rezultatov opisanih v nadaljevanju.  
V osnovi je bil poskus razdeljen v tri faze in sicer (a) fazo modulacije, v kateri so bili 
bioreaktorji izpostavljeni PE ter klindamicinu, (b) fazo izpiranja, v kateri smo iz pritoka 
izvzeli dejavnike modulacije. Naslednja dva dneva smo pustili, da se iz bioreaktorjev 
izperejo PE in klindamicin ter da se modulirane mikrobiote stabilizirajo. Zaključni del 
poskusa (c) je predstavljala faza interakcije modulirane mikrobiote z bakterijo  
C. difficile, v sklopu katere smo po inokulaciji vegetativnih celic C. difficile v 
bioreaktorje opazovali rast bakterije ter semikvantitativno ovrednotili aktivnost toksinov 
TcdA ter TcdB. 
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Slika 17: Shematski prikaz poteka poskusa na sistemu pretočnih bioreaktorjev. 
Pike prikazujejo časovne točke, v katerih so bila izvedena navedena testiranja. 
Figure 17: Schematic presentation of the experiment design on the system of continuous flow bioreactors. 
Dots indicate time points, where different tests were performed. 
4.3.3 Vpliv polifenolnih ekstraktov in/ali antibiotika klindamicina na sestavo 
bakterijske združbe 
Vzorce v izbranih časovnih točkah smo analizirali z metodo 16S metagenomskega 
sekvenciranja (materiali in metode, poglavje 3.1). Po kvalitativnem filtriranju smo 
pridobili v povprečju 39460,6 odčitka na vzorec (minimalno 14453, maksimalno 
81825). Po odstranitvi nizko zastopanih odčitkov (< 0,01 % celokupnega števila 
odčitkov) ter pod-vzorčenju na 10000 odčitkov na vzorec, smo pridobili 98 OTU-jev, v 
povprečju 30,7 OTU-jev na vzorec. 
Vzorci iz prve časovne točke (t0, po 24 urah stabilizacije fekalne suspenzije brez 
pretoka) se značilno razlikujejo od vzorcev, ki so bili odvzeti v kasnejših časovnih 
točkah (AMOVA, P < 0,001, slika 18A). Na podlagi zaznanih OTU-jev sklepamo, da se 
je v sistemu pretočnih bioreaktorjev uspešno razmnoževala približno polovica 
bakterijskih skupin iz izhodiščnega vzorca blata (slika 18B). Na taksonomskem nivoju 
bakterijskega debla lahko vidimo, da se bakterijska združba v poznejših časovnih točkah 
od t0 razlikuje v nižji relativni zastopanosti debel Firmicutes, Proteobacteria, 
Actinobacteria ter Verrucomicrobia, medtem ko se je povečalo relativno zastopstvo 
debla Bacteroidetes (slika 18C). 
V prvi časovni točki (t0) smo pokazali, da je fizična postavitev bioreaktorjev v mreži  
4 X 6 vplivala na bakterijsko združbo (podatki niso prikazani), pri čemer so razlike 
vključevale zgolj spremembe v relativnih zastopanostih in ne prisotnost/odsotnost 
posameznih bakterijskih skupin. Temu primerno je vidna visoka razpršenost vzorcev na 
podlagi izračunanih Bray-Curtis razdalj v prvi časovni točki pred zagonom pretoka ali 
dodatka dejavnikov modulacije (t0; slika 18A). Teh vplivov po zagonu pretoka nismo 
več zaznali, iz česar sklepamo, da niso vplivali na končne rezultate. 
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Slika 18: Spremembe v bakterijski združbi med časovno točko t0 (pred zagonom pretoka) ter kasnejšimi 
časovnimi točkami v sistemu pretočnih bioreaktorjev. 
Z metodo ne-metričnega multi-dimenzionalnega lestvičenja (angl: Non-metric multidimensional scaling, 
NMDS) so prikazane Bray-Curtis razdalje med vzorci (vsak vzorec je prikazan kot ena točka na grafu). 
Barvno so označene skupine vzorcev glede na časovno točko vzorčenja. Vrednosti na oseh so arbitrarne (A). 
Bogatost bakterijske združbe (število zaznanih OTU-jev) med t0 ter kasnejšimi časovnimi točkami (B). 
Spremembe v relativni zastopanosti petih najvišje zastopanih bakterijskih debel med t0 ter kasnejšimi 
časovnimi točkami (C). 
Figure 18: Changes in bacterial community betwen first time point (t0, before initiation of the flow) and later 
time points. 
Samples are plotted with Non-metric multidimensional scaling (NMDS, Bray-Curtis distances) while each dot 
presents one sample. Color indicates compared group according to time point (A). Bacterial community 
richness (number of detected OTUs; B). Relative abundance of five most highly represented bacterial phyla 
between t0 and later time points (C).  
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Vpliv časovne komponente je bil opazen tudi v kasnejših časovnih točkah (slika 18A). 
Bakterijske skupine, ki najbolj značilno padajo/naraščajo v relativni zastopanosti tekom 
vodenja poskusa so prikazane v prilogi 3. Nadaljnje analize smo priredili na način, da 
smo vpliv časa minimizirali, in sicer po večini tako, da smo analize izvajali za vsako 
časovno točko posebej.  
Če primerjamo oba dejavnika modulacije (PE ter klindamicin), je slednji ob izpostavitvi 
povzročil večje spremembe v sestavi bakterijske združbe (AMOVA, P < 0,001). 
Neodvisno od tega ali je bila združba izpostavljena samo klindamicinu ali kombinaciji s 
PE, smo pri bakterijskih združbah, ki so bile izpostavljene klindamicinu, opazili 
značilno nižjo mikrobno bogatost (Število zaznanih OTU-jev, P < 0,001; slika 20A) ter 
raznolikost (Indeks Shannon, P < 0,001; slika 20B). Populacijska analiza je pokazala, 
da je več bakterijskih skupin značilno znižanih v relativni zastopanosti v združbah, ki so 
bile izpostavljene klindamicinu, pri čemer se je večina diferencialno izraženih OTU-jev 
(tako povišanih kot znižanih v relativni zastopanosti v bioreaktorjih izpostavljenih 
klindamicinu) uvrstila v red Clostridiales (priloga D). 
Gledano ločeno skupine bioreaktorjev glede na izpostavljenost klindamicinu, lahko 
vidimo gručanje na podlagi tipa PE, kateremu so bile mikrobiote izpostavljene (slika 19, 
dendrogram za časovno točko t5). V skupini bioreaktorjev, ki so bili izpostavljeni 
klindamicinu so se mikrobiote, ki so bile izpostavljene PE granatnega jabolka (ne glede 
na koncentracijo) gručale skupaj (rdeče obarvan del dendrograma za točko t5), medtem 
ko ostali bioreaktorji tvorijo samostojno gručo. V skupini bioreaktorjev, ki niso bili 
izpostavljeni klindamicinu (modro obarvan del dendrograma ta točko t5), se mikrobiote 
praviloma še vedno gručajo na podlagi tipa PE, kateremu so bile izpostavljene, vendar 
ločevanje med izpostavljenostjo PE granatnega jabolka ter ostalimi bioreaktorji ni tako 
izrazito. Ne glede na izpostavljenost klindamicinu, se od ostalih bioreaktorjev v obeh 
primerih najbolj ločijo mikrobiote, ki niso bile izpostavljene PE (Bray-Curtis razdalja, P 
< 0,001).  
Po fazi modulacije (t5 ter t7) so si bile mikrobiote med seboj najbolj podobne (slika 19, 
povprečne Bray-Curtis razdalje (zgoraj)) ter so se v nadaljevanju poteka poskusa 
razvijale v različne smeri, kar nakazujejo višje Bray-Curtis razdalje po koncu vodenja 
poskusa. Mikrobiote, ki so bile izpostavljene klindamicinu, so si bile po koncu vodenja 
poskusa v povprečju bolj podobne kot ostale (P < 0,001). Iz toplotnega diagrama (slika 
19) je razvidno, da kljub gručanju glede na dejavnik modulacije, vsak bioreaktor 
izkazuje individualno dinamiko. Te dinamike se lahko kažejo kot konstantno 
oddaljevanje od ostalih bioreaktorjev (primer vzorec K_2) ali pa oddaljenost do ostalih 
bioreaktorjev niha tekom vodenja poskusa (primer vzorec K_1). 
V zadnji časovni točki je razvidno, da se bioreaktorji, ki so bili v fazi modulacije 
izpostavljeni klindamicinu še vedno gručajo blizu (slika 19, dendrogram za časovno 
točko t14, rdeče označeni del dendrograma). Mikrobiote, ki so bile v kombinaciji 
izpostavljene tudi PE granatnega jabolka so se dodatno ločile od ostalih bioreaktorjev. 
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Ostali bioreaktorji se glede na tip PE, kateremu so bili izpostavljeni v fazi modulacije, 
niso več gručali tako izrazito kot v časovni točki t5 (takoj po fazi modulacije).  
 
 
Slika 19: Vpliv dejavnikov modulacije na sestavo bakterijske združbe v sistemu pretočnih bioreaktorjev. 
Levi dendrogram prikazuje gručanje vzorcev v časovni točki t5 (po fazi modulacije mikrobiote), desni 
dendrogram pa gručanje v zadnji časovni točki (t14) ob zaključku vodenja poskusa). Dendrograma sta 
izrisana glede na Bray-Curtis razdalje. Ločeno gručanje bioreaktorjev na dendrogramih glede na 
izpostavljenost klindamicinu je dodatno poudarjeno z rdečo (izpostavljeni klindamicinu) ter modro (niso bili 
izpostavljeni klindamicinu). Barva imena vzorca označuje tip PE, kateremu je bil vzorec izpostavljen v fazi 
modulacije, in sicer PE granatnega jabolka (GJ) (400 mg/L; rdeče), GJ (100mg/L; oranžno), PE borovnic (B) 
(400mg/L; modro) ter mikrobiote, ki v fazi modulacije niso bile izpostavljene PE (zeleno). Števila za 
podčrtajem označuje zaporedno številko ponovitve. Toplotni diagram prikazuje povprečno vrednost Bray-
Curtis razdalj med obravnavanim vzorcem ter vsemi ostalimi v isti časovni točki, pri čemer so vzorci 
razporejeni glede na dendrogram v časovni točki t5. Mreža ločuje časovne točke t0 (pred zagonom pretoka), t5 
(po fazi modulacije) ter t7-t14 (po fazi izpiranja ter inokulaciji bioreaktorjev z bakterijo C. difficile do konca 
vodenja poskusa). Nad toplotnim diagramom so prikazane povprečne Bray-Curtis razdalje po časovnih 
točkah in sicer ločeno za mikrobiote, ki so bile izpostavljene klindamicinu (rdeča) ter tiste, ki klindamicinu 
niso bile izpostavljene (modra). 
Figure 19: Graph shows the effect of different modulation factors on bacterial community structure. 
Left dendrogram shows grouping of samples in time point t5 (after modulation phase), while the right 
dendrogram shows grouping in time point 14 (last ime point). Dendrograms are presenting Bray-Curtis 
distances. Differential grouping of samples according to exposure to clindamycin is emphasized with red 
(exposed to clindamycin) and blue background (not exposed to clindamycin). Color of the sample name 
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indicates the type of polyphenolic extract (PE) which was used as modulation factor. Pomegranate PE (400 
mg/L) is shown in red, Pomegranate PE (100 mg/L) in orange, blueberry PE (400 mg/L) in blue and control 
samples in green. Number after underscore indicates successive number of replicate. Heat plot shows an 
average Bray-Curtis distance to all samples in the same time point, while arrangement of samples fits 
dendrogram of time point t5. Grid in heat plot separates samples according to phase in experiment, namely 
modulation phase, wash out period and period of co-culture with C. difficile. Above the heat plot we show 
average Bray-Curtis distances across duration of the experiment for bioreactors exposed (red) and not 
exposed to clindamycin (blue). 
Populacijsko analizo smo naredili ločeno za mikrobiote, ki so bile izpostavljene 
klindamicinu (priloga E) ter mikrobiote, ki klindamicinu niso bile izpostavljene (priloga 
F). Zanimivo, glede na tip PE, kateremu so bile mikrobiote izpostavljene, so se 
diferencialno izraženi OTU-ji med zgoraj definiranima skupinama razlikovali. Edina 
diferencialno zastopana OTU-ja, ki sta se ujemala neodvisno od izpostavljenosti 
klindamicinu, sta bila Blautia (OTU16) ter Clostridium_XIVa (OTU33), ki sta bila 
povišana v relativni zastopanosti po izpostavitvi PE granatnega jabolka. 
Število opaženih OTU-jev se po fazi modulacije tekom vodenja poskusa ni značilno 
spreminjalo (slika 20A), kar nakazuje na stabilne pogoje gojenja. Vseeno smo opazili 
spremembe v bakterijski združbi v odvisnosti od časa, kar je razvidno iz prej omenjenih 
sprememb v populacijski analizi, kot tudi naraščajočega trenda v mikrobni raznolikosti 
(Indeks Shannon), ki je najbolj izrazit v primeru bioreaktorjev, ki so bili v fazi 
modulacije izpostavljeni klindamicinu samemu ali v kombinaciji s PE (slika 20B). 
Če se osredotočimo na mikrobiote, ki so bile v fazi modulacije izpostavljene 
klindamicinu, smo opazili, da smo v primeru modulacije v kombinaciji s PE granatnega 
jabolka (neodvisno od koncentracije) dobili značilno bolj bogato združbo v primerjavi z 
različicama, ki sta bili izpostavljeni samo klindamicinu ali kombinaciji s PE borovnic 
(400 mg/L) (P < 0,001) (slika 20A). 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  





Slika 20: Vpliv izpostavitve mikrobiote polifenolnim ekstraktom in/ali klindamicinu na bogatost ter 
raznolikost bakterijske združbe. 
Časovni diagram alfa raznolikosti bakterijske združbe prikazuje mikrobno bogatost (število zaznanih OTU-
jev; A) ter mikrobno raznolikost (Indeks Shannon; B). Vrednosti so prikazane posamično glede na tip PE, 
kateremu je bila mikrobiote izpostavljena, medtem ko barva črt označuje izpostavljenost klindamicinu 
(klindamicin – rdeča, brez klindamicina – modra). Barva ozadja označuje fazo v poskusu in sicer fazo 
modulacije (rdeča), fazo izpiranja dejavnikov modulacije (rumena) ter fazo po inokulaciji bioreaktorjev z 
bakterijo C. difficile (modra). 
Figure 20: The effect of exposure to polyphenolic extract (PE) and/or clindamycin on bacterial community 
richness and diversity. 
Timeline shows bacterial community richness (number of detected OTUs; A) and diversity 8Shannon index; 
B). Graphs are shown separately for the type of PE that was used to modulate microbiota, while the color 
indicates exposure (red) or non-exposure to clindamycin (blue). Background color indicates phase of 
experiment, namely modulation phase (red), wash out period (yellow) and period of co-culture with C. difficile. 
4.3.3.1 Vpliv modulirane mikrobne združbe na rast bakterije C. difficile ter aktivnost 
toksinov TcdA ter TcdB 
Po fazi izpiranja smo bioreaktorje inokulirali s kulturo vegetativnih celic bakterije  
C. difficile (~10
5
 celic/mL). Rast bakterije C. difficile smo od časovne točke inokulacije 
(t7) dalje določali s štetjem kolonijskih enot na selektivnem gojišču (materiali in 
metode, poglavje 3.3.4). Toksina TcdA in TcdB bakterije C. difficile smo določali semi-
kvantitativno s testom citotoksičnosti na celičnih linijah Vero in HT-29 (materiali in 
metode, poglavje 3.3.5) ter v časovni točki t4 dodatno s kvantitativnim testom ELISA 
(materiali in metode, poglavje 3.3.6). 
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Kontrolna mikrobiota, ki v fazi modulacije ni bila izpostavljena nobenemu izmed 
izbranih dejavnikov modulacije, je uspešno zavrla rast bakterije C. difficile. Sedem dni 
po inokulaciji bio-reaktorjev smo opazili upad v koncentraciji celic iz začetnih 10
5 
celic/mL (začetni inokulum) na povprečno 10
2 
celic/mL, pri čemer se je samo v eni od 
treh ponovitev koncentracija bakterije C. difficile do zaključka vodenja poskusa ohranila 
nad mejo detekcije (300 kolonijskih enot/mL) (slika 21). 
Mikrobioto, ki je bila v fazi modulacije izpostavljena samo klindamicinu, je bakterija  
C. difficile uspešno kolonizirala. Rast je dosegla ravnovesno stanje po 3 dneh od 
inokulacije ter se ustalila pri povprečni koncentraciji 2,0 x 10
7
 kolonijskih enot/mL 
(slika 21). 
V ostalih mikrobiotah, ki so bile v fazi modulacije izpostavljene PE ali kombinaciji PE 
ter klindamicina, je prišlo do uspešne kolonizacije bakterije C. difficile, pri čemer je rast 
bakterije v primeru mikrobiote, ki je bila izpostavljena klindamicinu (PE ali brez PE), 
dosegla ravnovesno stanje pri značilno višji koncentraciji celic (cpovp. = 1,4 x 10
7
 
kolonijskih enot/mL) kot v primeru mikrobiote, ki je bila izpostavljena izključno PE 
(cpovp. = 3,8 x 10
6
 kolonijskih enot/mL) (P < 0,001) (slika 21).  
Zanimivo je, da v primeru mikrobiote, ki je bila izpostavljena klindamicinu (PE ali brez 
PE), koncentracija bakterije C. difficile naraste dan po inokulaciji, medtem ko je 
bakterija C. difficile v mikrobioti, ki je bila izpostavljena samo PE, narastla dan kasneje 
(slika 21).  
Če se osredotočimo na mikrobiote, ki v fazi modulacije niso bile izpostavljene 
klindamicinu (slika 21, modra črta), vidimo da se razmerja med mikrobiotami glede na 
tip PE, kateremu so bile izpostavljene, v koncentraciji bakterije C. difficile dan po 
inokulaciji skladajo z razmerji ravnovesnih koncentracij bakterije po treh do petih dneh 
po inokulaciji. In sicer je ravnovesna koncentracija bakterije C. difficile najnižja v 
kontrolni mikrobioti (8,9 x 10
3
 kolonijskih enot/mL), sledi mikrobiota, ki je bila 
izpostavljena PE granatnega jabolka (100 mg/L) (3,6 x 10
4
 kolonijskih enot/mL), 
medtem ko smo izmerili najvišji ravnovesni koncentraciji pri mikrobiotah, ki sta bili 
izpostavljeni PE granatnega jabolka ter borovnic pri koncentraciji 400 mg/L (1,2 x 10
5
 
kolonijskih enot/mL v obeh primerih). 
V primeru mikrobiot, ki so bile izpostavljene klindamicinu (slika 21, rdeča črta), se 
ravnovesna koncentracija bakterije C. difficile značilno ne razlikuje glede na tip PE  
(P > 0,05 za vse primerjave). 
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Slika 21: Rast bakterije C. difficile v moduliranih mikrobnih združbah. 
Graf prikazuje rast bakterije C. difficile (kolonijske enote bakterije C. difficile (KE)/mL (Log10)) v 
bioreaktorjih od časovne točke inokulacije bakterije C. difficile  v bioreaktorje do zaključka vodenja poskusa 
po sedmih dneh. Rast je prikazana posamično za vsak PE, medtem ko barva označuje različice modulirane s 
klindamicinom (rdeča) ter tiste brez klindamicina (modra). 
Figure 21: Graph presents the growth of C. difficile. 
Growth is presented as number of colony forming units perm L of bioreactor slurry shown on logarithmic 
scale (log10). Presented are data points from C. difficile inoculation in bioreacor up to the end of experiment 
duration after 7 days. Graphs are shown separately for the type of PE that was used to modulate microbiota, 
while the color indicates exposure (red) or non-exposure to clindamycin (blue). 
Citotoksičnost C. difficile toksinov TcdA in TcdB smo določili s testom na celičnih 
linijah HT-29 (bolj občutljiva na TcdA; slika 22A) ter Vero (bolj občutljiva na TcdB; 
slika 22B). Odčitki citotoksičnosti so bili normalizirani glede na koncentracijo celic v 
posamezni meritveni točki in so prikazani kot relativna enota citotoksičnosti na 
kolonijsko enoto bakterije C. difficile (REC/keCD). Ker je metoda semi-kvantitiativna, 
lahko na podlagi vrednosti REC/keCD interpretiramo rezultate zgolj primerjalno med 
skupinami vzorcev (slika 22). Pokazali pa smo, da se trendi v citotoksičnosti na celičnih 
linijah ujemajo s koncentracijami toksinov TcdA in TcdB, ki smo jih v časovni točki t4 
izmerili s testom ELISA za vsak toksin posebej (priloga G). 
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Slika 22: Semikvantitativna določitev aktivnosti toksinov TcdA in TcdB z metodo citotoksičnost na celičnih 
linijah. 
Test citotoksičnosti je bil napravljen na celičnih linijah HT-29 (bolj občutljiva na TcdA; A) ter Vero (bolj 
občutljiva na TcdB; B). Vrednosti so predstavljene kot relativna enota citotoksičnosti na kolonijsko enoto 
bakterije C. difficile (REC/keCD). Rezultati so prikazani posamično za vsak PE, medtem ko barva označuje 
mikrobiote, ki so bile izpostavljene klindamicinu (rdeča) ter tiste, ki niso bile izpostavljene klindamicinu 
(modra). 
Figure 22: Graph shows quantification of C. difficile toxins TcdA and TcdB with semi-quantitative method 
measuring cytotoxicity on two different cell lines. 
Cell lines HT-29 (more sensitive to TcdA; A) and Vero cell line (more sensitive to TcdB; B) were used. Values 
are presented as relative unit of cytotoxicity per colony forming unit of C. difficile (REC/keCD). Graphs are 
shown separately for the type of PE that was used to modulate microbiota, while the color indicates exposure 
(red) or non-exposure to clindamycin (blue). 
Trendi v citotoksičnosti so se med testiranima celičnima linijama po času v vseh 
različicah modifikacije mikrobiote skladali. So pa bile izmerjene koncentracije toksina 
TcdA nižje od tistih izmerjenih za TcdB (priloga 5). Posledično so tudi rezultati testa 
citotoksičnosti na celični liniji HT-29 (bolj občutljiva na TcdA) v določenih časovnih 
točkah pod mejo detekcije, četudi citotoksičnost za dotične časovne točke na celični 
liniji Vero (bolj občutljiva na TcdB) kaže na prisotnost toksina. Razlike v koncentraciji 
toksinov TcdA ter TcdB so tako lahko posledica diferencialnega izražanja ali pa višje 
občutljivosti toksina TcdA na zamrzovanje (-80 °C). 
V mikrobioti, ki v fazi modulacije ni bila izpostavljena nobenemu izmed izbranih 
dejavnikov modulacije, se upad v citotoksičnosti na obeh testiranih celičnih linijah 
ujema z upadom koncentracije celic bakterije C. difficile (slika 21, prvi stolpec, modra 
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črta). Citotoksičnosti, ki smo jo merili na celični liniji Vero, je vrednost REC/keCD 5 
dni po inokulaciji padla pod mejo detekcije (slika 22, druga vrstica, prvi stolpec, modra 
črta), medtem ko v primeru meritev na celični liniji HT-29 nismo zaznali citotoksičnosti 
nad mejo detekcije v nobeni časovni točki (slika 22, prva vrstica, prvi stolpec, modra 
črta).  
V mikrobioti, ki je bila izpostavljena samo klindamicinu, je do dneva 3 po inokulaciji 
bakterije C. difficile citotoksičnost narasla v primeru obeh testiranih celičnih linij (slika 
22, prvi stolpec, rdeča črta). 
V mikrobiotah, ki so bile izpostavljene PE borovnic (400 mg/L) ter PE granatnega 
jabolka (100 mg/L) (slika 22, stolpec 2 in 3), so trendi v citotoksičnosti (velja za 
meritve na obeh celičnih linijah) sovpadali z izmerjeno koncentracijo celic bakterije  
C. difficile. V mikrobiotah, ki so bile v fazi modulacije izpostavljene samo PE, je bila 
vrednost REC/keCD nižja kot pri mikrobiotah, ki so bile izpostavljene PE v kombinaciji 
s klindamicinom (P < 0,001). Trend je najbolj izrazit 3 ter 5 dni po inokulaciji bakterije 
C. difficile v bioreaktorje. 
Za mikrobioto, ki je bila izpostavljena samo PE granatnega jabolka (400 mg/L) (slika 
22, stolpec 4, modra črta), velja podobno kot za mikrobiote v prejšnjem odstavku. 
Vrednost REC/keCD sovpada s koncentracijo celic bakterije C. difficile in sicer je 
primerljiva z vrednostmi v mikrobioti, ki je bila izpostavljena PE borovnic (400 mg/L). 
Posebno pozornost zasluži mikrobiota, ki je bila izpostavljena PE granatnega jabolka 
(400 mg/L) v kombinaciji s klindamicinom (slika 22, stolpec 4, rdeča črta). To je edina 
mikrobiota, kjer se izmerjena citotoksičnost v primeru testa na obeh celičnih linijah ne 
sklada s koncentracijo celic bakterije C. difficile, in sicer je značilno nižja od ostalih 
mikrobiot, ki so bile izpostavljene klindamicinu (P < 0,001) ter se značilno ne razlikuje 
od mikrobiote, ki je bila izpostavljena samo PE granatnega jabolka (400 mg/L)(P > 0,05 
za vse časovne točke). 
4.3.4 Testiranje vpliva izbranih bakterijskih vrst na rast bakterije C. difficile ter 
aktivnost toksinov TcdA in TcdB 
Kot je bilo predstavljeno v prejšnjem poglavju, PE niso modulirali mikrobiot v smeri 
izboljšane  odpornost proti kolonizaciji z bakterijo C. difficile. Pozornost smo zato 
usmerili na aktivnost toksinov TcdA ter TcdB. Ta je bila med mikrobiotami, ki so bile 
izpostavljene klindamicinu, značilno znižana v mikrobioti, ki je bila izpostavljena PE 
granatnega jabolka (400 mg/L) kljub uspešni rasti bakterije C. difficile v dotični 
mikrobioti. 
S Pearsonovim testom korelacije smo v bakterijski združbi identificirali OTU-je, katerih 
relativna zastopanost je negativno korelirala z aktivnostjo toksinov TcdA ter TcdB 
(slika 23). Izmed šestih OTU-jev z najbolj značilnim Pearsonovim koeficientom 
korelacije smo iz shranjenih vzorcev bioreaktorske mešanice (-80 °C) do čiste kulture 
uspešno osamili 3 bakterijske seve. Ti so glede na analizo V3V4 variabilne regije gena 
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za 16S rRNA ustrezali OTU-jem Blautia (OTU16), Clostridium_XIVa (OTU33) ter 
Clostridium_sensu_stricto (OTU22). Z metodo Sanger sekvenciranja celotnega gena za 
16S rRNA smo te seve identificirali kot Blautia sp., Clostridium oroticum ter 
Clostridium sporogenes. 
 
Slika 23: Korelacije med OTU-ji v bakterijski združbi ter aktivnostjo toksinov TcdA in TcdB. 
Razpršeni diagram prikazuje vse OTU-je, razvrščene na x osi glede na Pearsonov koeficient korelacije, pri 
čemer so OTU-ji, ki so najbolj negativno korelirali z aktivnostjo toksinov poudarjeni z rdečim okvirjem (A) 
ter dodatno prikazani na stolpčnem diagramu s pripadajočim Perasonovim koeficientom korelacije (B). Z 
modrim okvirjem so poudarjeni OTU-ji, katere smo iz bioreaktorske mešanice uspešno osamili do čiste 
kulture. 
Figure 23: Correlation between bacterial OTUs and activity of toxins TcdA and TcdB. 
Scatter diagram shows all OTUs included in the analysis, arranged according to increasing Pearson 
correlation coefficient. OTUs that were most significantly correlated with lower activity of toxins are 
highlighted in red bracket (A) and additionally presented with histogram (B). OTUs in histogram that are 
highlighted with blue brackets were successively isolated from bioreactor slurry. 
Te tri seve smo uporabili v testu ko-kultur z bakterijo C. difficile (materiali in metode, 
poglavje 3.3.8) z namenom, da določimo njihov vpliv na aktivnost toksinov TcdA ter 
TcdB s testom citotoksičnosti na celični liniji Vero. Dodatno smo v test vključili 
bakteriji Escherichia coli (prav tako izolirana iz bioreaktorske mešanice) ter 
Clostridium scindens (interna zbirka). Za bakterijo E. coli smo predpostavili, da ne bo 
imela vpliva na aktivnost toksinov bakterije C. difficile. Bakterijo C. scindens smo 
vključili na podlagi predhodne objave, v kateri so pokazali, da je v in vivo mišjem 
modelu deloma olajša bolezenske simptome po okužbi mišk z bakterijo C. difficile 
(Buffie in sod., 2014). Bakterija C. scindens deluje posredno na rast C. difficile preko 
metabolizma primarnih žolčnih soli v sekundarne, ki inhibirajo germinacijo spor 
bakterije C. difficile. V našem poskusu smo zato predpostavili, da tako kot bakterija E. 
coli, v neposredni interakciji s C. difficile ne bo imela vpliva na rast ali aktivnost 
toksinov bakterije C. difficile.  
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Pokazali smo, da testni sev bakterije C. sporogenes značilno zmanjša aktivnost toksinov 
na kolonijsko enoto bakterije C. difficile (P = 0,016) (slika 24). Primerljiv izid smo 
opazili, ko smo v ko-kulturo vključili kombinacijo vseh treh testnih sevov, ki smo jih 
osamili iz bioreaktorske mešanice (C. sporogenes, C. oroticum ter Blautia sp.,  
P = 0,018). Iz tega sklepamo, da med testnimi sevi ni vzajemnih učinkov in je zgolj 
bakterija C. sporogenes odgovorna za opaženo znižanje v aktivnosti toksinov bakterije 
C. difficile. Ostali testni sevi v ko-kulturi z bakterijo C. difficile niso značilno vplivali na 
vrednost REC Vero/keCD (P = 0,078 – 0,618). 
 
Slika 24: Vpliv izbranih sevov na nivo aktivnosti toksinov TcdA in TcdB. 
Graf prikazuje izmerjene vrednosti REC Vero/keCD s pripadajočimi standardnimi napakami za kontrolni 
tretma (samo bakterija C. difficile) ter tretmaje, kjer je bila bakterija C. difficile gojena v ko-kulturi s testnim 
sevom. Mix različica je ko-kultura bakterij C. difficile ter treh testnih sevov, ki smo jih osamili iz 
bioreaktorske mešanice (C. sporogenes, C. oroticum ter Blautia sp.) 
Figure 24: Effect of different strains on activity of toxins TcdA and TcdB. 
Relative cytotoxicity units obtained on Vero cell line per colony forming unit of C. difficile. Values are 
presented with standard errors. First column shows the control (only C. difficile) while others show co-culture 
of C. difficile with different strains. Mix indicates the combination of strains, that were isolated from 
bioreactor slurry (C. sporogenes, C. oroticum ter Blautia sp.) 
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5.1 BAKTERIJSKA TER GLIVNA ZDRUŽBA V SKUPINI ZDRAVIH 
PROSTOVOLJCEV 
V skupini 186 zdravih prostovoljcev smo analizirali bakterijsko ter glivno črevesno 
združbo. V skladu s prejšnjimi objavami smo tudi mi pokazali, da v črevesju 
prevladujejo predstavniki bakterijskih debel Firmicutes ter Bacteroides, medtem ko se 
predstavniki ostalih debel, kot na primer Proteobacteria, Actinobacteria ter 
Verrucomicrobia, nahajajo v nižji relativni zastopanosti ali pa so odsotni.  
V glivni združbi je glede na relativno zastopstvo prevladovala gliva S. cerevisiae, ki je 
bila prisotna v več kot 95 % analiziranih vzorcev ter tako kot edina gliva predstavlja 
jedro združbe. V visoki prevalenci smo zaznali tudi glive Candida albicans (61,8 %), 
Debaryomyces (50 %) ter Penicillium (21 %), kar se delno sklada z dosedanjimi 
objavami (Hallen-Adams in Suhr, 2016). Ostale glive so se nahajale v nizki prevalenci 
ter relativni zastopanosti. Dodatno težavo predstavlja ločevanje med komenzalnimi 
glivami ter prehodnimi kolonizatorji, ki izvirajo iz hrane. Splošen kriterij za uvrstitev 
glivnega kandidata med komenzale je zmožnost rasti pri 37 °C. Vendar je bilo 
pokazano, da se kljub izpolnjenem kriteriju gliva S. cerevisiae  zadrži v GIT v 
povprečju le tri dni (Elmer in sod., 1999). V drugi študiji so pokazali, da lahko z 
nadzorovano prehrano, ki ne vsebuje S. cerevisiae, značilno znižamo vsebnost te glive v 
GIT (Auchtung in sod., 2018). V isti študiji so pokazali tudi, da je ustna votlina 
pomemben vir glive C. albicans, katere koncentracijo v GIT lahko značilno zmanjšamo 
z učinkovito ustno higieno. 
Jedro bakterijske združbe je bilo v preteklih študijah med drugim analizirano na 
evropskih (Falony in sod., 2016; Qin in sod., 2010), ameriški (Huse in sod., 2012) ter 
mongolski (Zhang in sod., 2014) kohorti. Kljub delnem neskladju v metodologiji smo 
opazili visok nivo prekrivanja predstavnikov jedra združbe, v največji meri z združeno 
študijo na belgijski (FGFP) , nizozemski (LLDeep) ter angleški kohorti (Falony in sod., 
2016). Od 14 jedrnih rodov objavljenih v tej študiji jih 6 sovpada z našimi izsledki. 
Bakterijski rod Anaerostipes je bil edini, ki se je uvrstil v jedro združbe v naši analizi ter 
ne v združeni študiji, medtem ko so avtorji v študiji poročali 7 rodov, ki se pri nas niso 
uvrstili v jedro združbe. Ob primerjavi ostalih študij z našo smo pokazali, da se rod 
Faecalibacterium redno uvršča v jedro združbe, medtem ko se rodova Bacteroides ter 
Roseburia nista uvrstila v jedro združbe v zgolj eni od petih primerjanih študij (vključno 
z našo). Ostali predstavniki jedra združbe se med primerjanimi študijami v veliki meri 
razlikujejo. 
V zadnjem času se več pozornosti posveča analizi 'funkcionalnega jedra', ki ga 
pridobimo z analizo metabolnega potenciala združbe s sekvenciranjem celokupne 
prisotne DNA (Hamady in Knight, 2009). Pokazano je bilo, da je metabolni potencial 
med posamezniki bolj robusten v primerjavi s taksonomsko sestavo združbe, ki je tudi 
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znotraj zdrave populacije visoko variabilna (Lozupone in sod., 2012). Številne ključne 
metabolne procese lahko namreč izvaja nabor različnih bakterijskih skupin. Vseeno smo 
pokazali, da naši rezultati v kombinaciji s primerljivi študijami podpirajo precej 
opuščeno idejo taksonomskega jedra. Rodovi, ki se v visoki prevalenci pojavljajo v 
zdravi populaciji so lahko posledica skupne mikrobne evolucije (Davenport in sod., 
2017) ali pa posedujejo nabor funkcij, ki zagotavljajo njihov obstanek v črevesju kljub 
spreminjajočem se okolju. Identifikacija predstavnikov jedra do taksonomskega nivoja 
vrste ter boljše razumevanje njihovega fenotipa bo dodatno pripomoglo k boljšemu 
razumevanju jedra združbe. 
Razumevanje s staranjem povezanih sprememb v črevesni mikrobioti je trenutno 
omejeno na presečne študije, pri čemer je veliko neskladja med raziskavami. V 
nasprotju s splošnim prepričanjem (Biagi in sod., 2010; Woodmansey in sod., 2004) 
smo mi pokazali višjo mikrobno pestrost pri starejših skupinah posameznikov, kar pa so 
pred nami poročali že drugi (Odamaki in sod., 2016; Zhernakova in sod., 2016). 
Skladno z dosedanjimi objavami smo pokazali s starostjo povezano povišano relativno 
zastopanost bakterijskega debla Proteobacteria ter znižanje v relativnem zastopstvu 
rodov Bifidobacterium ter Bacteroides (Claesson in sod., 2009, 2011; Tiihonen in sod., 
2010). Nismo pa potrdili pogosto poročanega upada v relativni zastopanosti rodov 
Faecalibacterium in Clostridium cluster XI (Biagi in sod., 2010; Mueller in sod., 2006). 
Prav tako povišano zastopstvo družin Ruminococacceae ter Lachnospiraceae 
(pomembni producenti kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK), ki ga poročamo v naših 
rezultatih, nasprotuje raziskavam, ki so pokazale znižanje v koncentraciji KMK pri 
starostnikih (Salazar in sod., 2016). Ampak te spremembe so lahko pogojene z 
generacijskimi spremembami v okolju, kratkoročnimi ter dolgoročnimi 
prehranjevalnimi navadami, zato bo za boljše razumevanje 'staranja' mikrobiote 
potrebna izvedba longitudinalnih spremljanj. 
Spol se pogosto uvršča med gostiteljeve dejavnike, ki so povezani s specifičnimi 
spremembami v črevesni mikrobioti (Borgo in sod., 2018; Dominianni in sod., 2015; 
Falony in sod., 2016; Zhernakova in sod., 2016). V skladu z našimi rezultati so že 
nekateri drugi pokazali višjo raznolikost bakterijske združbe pri ženskah v primerjavi z 
moškimi (Borgo in sod., 2018; Zhernakova in sod., 2016), čeprav Borgo in sod. 
poročajo spremembe zgolj v mikrobioti, ki se nahaja v sluznici, medtem ko mikrobiota 
v lumnu ni razlikovala med spoloma. Izsledki populacijske analize se po drugi strani 
med raziskavami razlikujejo. Medtem ko smo mi pokazali s spolom povezane 
spremembe v relativnih zastopstvih predstavnikov debla Firmicutes, so Dominiani in 
sod. pokazali predvsem znižano relativno zastopanost rodu Bifidobacterium pri ženskah, 
Borgo in sod. pa z ženskim spolom povezano povišano zastopstvo rudi Bifidobacterium 
ter znižano zastopanost družine Veillonellaceae (Borgo in sod., 2018; Dominianni in 
sod., 2015). V primeru naših rezultatov smo pokazali, da spremembe v sestavi 
bakterijske združbe glede na spol niso povezane z različnimi prehranjevalnimi 
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navadami, prav tako spremembe opažene glede na starost ter spol ne korelirajo med 
seboj (ugnezdena PERMANOVA, P =0,370). Vseeno je ključno izpostaviti dejstvo, da 
se energetski metabolizem med spoloma razlikuje, tudi v primeru usklajenih 
prehranjevalnih navad (Leblanc in sod., 2015; Wu in O’Sullivan, 2011). Spol se sicer 
redno uvršča med značilne dejavnike pri sooblikovanju mikrobiote vendar izsledki 
variirajo med raziskavami. Za boljše razumevanje bo zato smiselno v prihodnje ob 
analizi mikrobne združbe upoštevati tudi ostale dejavnike, kot so s spolom povezane 
razlike v fiziologiji (Freire in sod., 2011) ter imunskem odzivu (Ahonen in sod., 2012). 
Spremembe v mikrobioti v odvisnosti od telesne aktivnosti so bile do sedaj poročane 
samo na bakterijski združbi, pri čemer so avtorji poudarili predvsem s telesno 
aktivnostjo povezano povišanje v raznolikosti bakterijske združbe ter znižanje v 
relativni zastopanosti rodu Bacteroides (Clarke in sod., 2014; Šket in sod., 2017). V 
naši kohorti nismo uspeli pokazali primerljivih sprememb v bakterijski združbi. 
Spremembe v glivni združbi, ki jih poročamo v naši raziskavi, so najverjetneje pogojene 
z različnimi prehranjevalnimi navadami, ki so jih posamezniki navedli glede na čas, ki 
so ga namenili telesni aktivnosti. Natančneje, delež sodelujočih, ki iz prehrane izvzema 
meso je bil 8,7 %, 8,9 %, 29,3 % ter 50 % v štirih skupinah glede na naraščajoči čas, ki 
so ga sodelujoči poročano namenili telesni aktivnosti. Prehodna narava glivne združbe 
ter visoka med-posamična raznolikost povzročajo težave pri iskanju povezav z 
gostiteljevimi dejavniki. Pričakovano sorodne študije zato pogosto ne pokažejo nobenih 
povezav (Auchtung in sod., 2018; Nash in sod., 2017). Med redkimi so Strati in sod. 
poročali, da je bila v njihovi zdravi kohorti višja bogatost glivne združbe povezana z 
ženskim spolom ter višjo starostjo (Strati in sod., 2016). 
Pri tovrstnih primerjavah med sorodnimi študijami želimo izpostaviti problem, ki se 
pojavi v primeru neskladij med poročanimi statistično značilnimi opažanji. Neskladja so 
lahko posledica uporabe različnih statističnih pristopov, razlik v številu vključenih 
vzorcev ter nepojasnjeni variabilnosti v bioloških vzorcih. Težava ni v najbolj značilnih 
opažanjih, ta so navadno dobro izpostavljeni v objavah, temveč v statistično šibkih 
opažanjih, ki jih zaradi 'neznačilnih' p vrednosti avtorji pogosto zanemarimo. Pri 
poročanju rezultatov se preveč osredotočamo zgolj na rezultate statističnih analiz, pri 
čemer lahko spregledamo biološki ali aplikativni pomen statistično šibkih ugotovitev. 
Nadalje, stremimo k ožanju nabora potencialnih rešitev za dani problem z namenom 
izpostavitve najbolj očitnega. Slednje vodi v pretirano naklonjenost k zavračanju 
postavljenih hipotez kot so na našem področju vpliv posameznih dejavnikov gostitelja 
na mikrobno združbo ali diferencialna zastopanost posamezne taksonomske skupine 
med primerjanima skupinama znotraj populacije. 
Problem je bil izpostavljen z dokumentom, ki ga je pod naslovom 'Statement on 
Statistical Significance and P-values' v letu 2016 izdala organizacija American 
Statistical Association ter podrobneje naslovljen v sklopu člankov pod skupnim 
naslovom ‘Statistical Inference in the 21st Century: A World Beyond p < 0.05’ v reviji 
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‘The American Statistician’ iste krovne organizacije. Avtorji v omenjeni literaturi 
kličejo predvsem po bolj preudarni uporabi p vrednosti, boljšemu navajanju ter 
razumevanju razporeditve vrednosti znotraj primerjanih skupin ter predvsem po kritični 
opredelitvi do pridobljenih rezultatov. Rešitve za dani problem se bodo morale v veliki 
meri oblikovati znatraj posameznih znanstvenih področij samostojno. Na področju 
analize kompleksnih mikrobnih združb je zaradi obilice podatkov ter medsebojno 
odvisnih dejavnikov osamitev najbolj izrazitih vzorcev nujna za razpravo. K boljši 
primerljivosti med objavljenimi študijami bo pripomoglo predvsem poenotenje 
metodoloških ter analitičnih pristopov, kar bo vodilo v lažjo pripravo meta-analiz, 
vključujoč podatke neodvisnih študij. S tem bomo dodatno naslovili nepojasnjeno 
raznolikost med posamezniki ter neskladja v poročanih ugotovitvah, za katere sklepamo 
da se v veliki meri pojavijo zaradi premajhnega števila analiziranih vzorcev na 
posamezno študijo ter so posledica geografsko ter kulturno pogjenih vplivov na 
mikrobno združbo pri človeku. 
5.2 BAKTERIJSKA TER GLIVNA ZDRUŽBA V SKUPINI HOSPITALIZIRANIH 
GASTROINTESTINALNIH BOLNIKOV – INTERAKCIJE Z BAKTERIJO  
C. difficile 
Primerljivo s preteklimi študijami smo tudi mi pokazali značilne spremembe v 
bakterijski ter glivni združbi pri bolnikih s KVČB. Ključna v naši študiji je bila 
kontrolna skupina ostalih hospitaliziranih bolnikov, ki nam je omogočila, da z dodatno 
statistično močjo identificiramo spremembe v mikrobioti, ki so povezane izključno s 
KVČB in ne ostalimi dejavniki, povezanimi s hospitalizacijo. Podobno kot študije pred 
nami smo tudi mi pokazali, da je bakterijska združba pri bolnikih s KVČB povezana z 
nižjo raznolikostjo združbe (Gevers in sod., 2014; Morgan in sod., 2012), kar velja tako 
za primerjavo z zdravimi prostovoljci kot ostalimi hospitaliziranimi bolniki. Podobno 
velja za večjo medsebojno razpršenost vzorcev znotraj skupine KVČB bolnikov, ki 
nakazuje na odsotnost pogostih vzorcev v mikrobni združbi, ki so značilni za zdravo 
populacijo. 
V skladu s preteklimi objavami smo tudi mi pokazali nižjo relativno zastopanost 
bakterijskih debel Firmicutes, Bacteroidetes ter Actinobacteria, ter povišano relativno 
vrednost debla Proteobacteria (Frank in sod., 2007; Morgan in sod., 2012; Swidsinski 
in sod., 2005). Natančneje, podobno kot študije pred nami smo v bakterijski združbi 
KVČB bolnikov pokazali značilno povišanje rodov Escherichia ter Enterococcus, 
medtem ko je bil pogosto poročan upad v zastopanosti rodu Faecalibacterium značilen 
tako za skupino KVČB kot preostale hospitalizirane bolnike v primerjavi z zdravimi 
prostovoljci (Frank in sod., 2007; Mangin in sod., 2004; Sokol in sod., 2008). Kljub 
temu, da so določeni vzorci v mikrobioti v povezavi s KVČB skladni med študijami, 
trenutno še ni jasno, ali gre za spremembe, ki so z bolezenskim stanjem povezane 
vzročno ali posledično. Veliko teh sprememb je najverjetneje posledica spremenjenega 
okolja v GIT KVČB bolnikov, predvsem povišane koncentracije kisika ter pojava 
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alternativnih prejemnikov elektronov kot so različne žveplove spojine, ki spodbujajo 
rast fakultativnih anaerobnih mikroorganizmov, predvsem predstavnikov debla 
Proteobacteria, družine Entrobacteriacceae, ter lahko zavirajo rast striktnih anaerobov 
(predstavniki debel Firmicutes ter Bacteroidetes). 
Del odgovora na odprta vprašanja se potencialno skriva v boljšem razumevanju jedra 
mikrobiote. Pokazali smo, da se bakterijske skupine, ki so visoko prevalentne v zdravi 
populaciji, značilno znižajo pogostnosti ter relativni zastopanosti v skupini 
hospitaliziranih bolnikov. Poleg tega, padec korelira z izrazitostjo znakov porušene 
mikrobiote. Jedro združbe tako v naši kot sorodnih študijah sestavljajo predstavniki 
redu Clostridiales ter rod Bacteroides. Za obe skupini bakterij je znano, da opravljajo 
naloge, ki ključno prispevajo k funkcionalnosti mikrobiote. Klostridiji, ki so najbolj 
raznolika bakterijska skupina v zdravi črevesni mikrobioti, na primer s sintezo lahko 
hlapnih maščobnih kislin ter nekaterimi drugimi metabolnimi procesi sodelujejo pri 
vzpostavitvi ter ohranjanju homeostaze imunskega sistema, čvrstijo steno 
gastrointestinalnega trakta ter sodelujejo v komunikaciji s centralnim živčnim sistemom 
(angl: gut brain axis) (Lopetuso in sod., 2013). Predstavniki rodu Bacteroides prav tako 
igrajo ključno vlogo v pravilnem razvoju ter ohranjanju homeostaze imunskega sistema, 
ter med drugim sodelujejo pri razgradnji kompleksnih substratov ter ohranjanju 
anaerobnega okolja (Wexler in Goodman, 2017). 
Kot že poudarjeno v prejšnjem poglavju, je analiza glivne združbe zaradi visoke med-
posamične variabilnosti težavnejša. Vseeno je bila povišana relativna zastopanst glive 
C. albicans ter posledično znižana zastopanost glive S. cerevisiae značilen trend tako za 
skupino KVČB kot pri ostalih hospitaliziranih bolnikih v primerjavi z zdravimi 
prostovoljci, kar je v skladu s preteklimi objavami (Liguori in sod., 2016; Sokol in sod., 
2016). Vpliv okužbe z bakterijo C. difficile (OCD) pri KVČB obolelih na črevesno 
mikrobioto še ni dobro raziskan (Hourigan in sod., 2015; Sokol in sod., 2018). Znotraj 
skupine KVČB bolnikov nismo pokazali značilnih razlik v mikrobioti glede na 
kolonizacijo s C. difficile. V nasprotju z našimi rezultati so Sokol in sod. pokazali 
značilne razlike. Skupina KVČB bolnikov z OCD je v primerjavi z KVČB bolniki brez 
OCD pokazala povišano relativno zastopanost bakterij Ruminococcus gnavus in 
Enterococcus ter znižano relativno zastopanost bakterij Dorea in Blautia. To 
spremembe so pogosto poročane, ko primerjamo KVČB bolnike z zdravimi kontrolami, 
iz česar so Sokol in sod. predvidevali, da gre pri KVČB bolnikih z OCD zgolj za bolj 
izrazito obliko že znanih vzorcev v disbiotični mikrobioti (Sokol in sod., 2018). 
Pokazali pa smo razlike med koloniziranimi ter nekoloniziranimi posamezniki v skupini 
hospitaliziranih bolnikov brez KVČB. Poleg mejno statistično značilno nižje bakterijske 
raznolikosti poročamo povišano relativno zastopanost bakterije Enterococcus ter 
znižano relativno zastopanost številnih predstavnikov debla Firmicutes, najbolj značilno 
rodu Faecalibacterium. Opaženi trendi se skladajo z zaključki Sokol in sod. (2018), in 
sicer da posamezniki z OCD kažejo tipične znake porušene mikrobiote, le da so ti bolj 
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izraziti kot pri ostalih hospitaliziranih bolnikih. Povišana zastopanost rodu 
Enterococcus se tudi sklada s pogosto poročano hkratno kolonizacijo bakterije  
C. difficile ter rodu Enterococcus, predstavniki katerega lahko nosijo zapis za odpornost 
proti vankomicinu in so pogosta bolnišnično pridobljena okužba (angl: Vancomycin-
resistant Enterococcus (VRE)) (Fujitani in sod., 2011; Poduval in Pitchumoni, 2000). 
Pri bolnikih s KVČB so pokazali tudi nižjo uspešnost zdravljenja s fekalno 
transplantacijo (angl: fecal microbiota transplantation (FMT)). Hourigan in sod. so na 8 
pediatričnih primerih (5 otrok je imelo KVČB) pokazali, da so v primerjavi z blatom 
darovalca imeli pred FMT vsi znižano bakterijsko raznolikost. Po FMT so otroci brez 
KVČB po 6 mesecih pokazali bakterijsko raznolikost primerljivo vzorcu darovalca, 
medtem ko je bila raznolikost pri otrocih s KVČB nižja, in sicer primerljiva tisti pred 
FMT (Hourigan in sod., 2015). 
5.3 MODULACIJA MIKROBIOTE S POLIFENOLNIMI EKSTRAKTI – 
INTERAKCIJE Z BAKTERIJO C. difficile 
Z modulacijo mikrobiote v in vitro pogojih smo želeli poiskati specifične vzorce v 
bakterijski združbi, ki so povezani z odpornostjo proti kolonizaciji z bakterijo  
C. difficile ter aktivnostjo toksinov te bakterije. Dodatno smo želeli preveriti, ali lahko 
in vitro pokažemo sorodne vzorce v povezavi z odpornostjo proti kolonizaciji z 
bakterijo C. difficile kot v populacijski študiji na hospitaliziranih bolnikih. Kot ključne 
dejavnike modulacije mikrobiote smo izbrali polifenolne ekstrakte (PE), ki so zaradi 
visoke bioaktivnosti ter poročanih blagodejnih učinkov na zdravje človeka v zadnjem 
času predmet intenzivnih raziskav (Fraga in sod., 2019; Ozdal in sod., 2016; Tomás-
Barberán in Espín, 2019). Antibiotik klindamicin smo uporabili kot dejavnik 
modulacije, za katerega je bilo predhodno pokazano na sistemu uporabljenih pretočnih 
bioreaktorjev, da povzroči spremembe v mikrobni združbi, ki vodijo v izgubo 
odpornosti proti kolonizaciji z bakterijo C. difficile (Robinson in sod., 2014). 
V sklopu preliminarnega testiranja vpliva PE na sestavo bakterijske združbe smo iz 
nabora pridobljenih ekstraktov za nadaljnje testiranje izbrali PE granatnega jabolka 
(mezokarp) ter PE borovnic, ki sta vsak modulirala testirano mikrobioto na svojevrsten 
način. Vpliv PE granatnega jabolka (mezokarp) je kazal večjo odvisnost od 
koncentracije, zato smo ga v nadaljevanju testirali pri dveh koncentracijah (slika 16). 
Klindamicin je bil v našem primeru najvplivnejši dejavnik modulacije. Mikrobiote, ki 
so bile izpostavljene klindamicinu v fazi modulacije so ohranile nižjo bakterijsko 
raznolikost tako v primerjavi s kontrolnimi mikrobiotami (niso bile izpostavljene 
nobenemu dejavniku modulacije) kot tudi mikrobiotami, ki so bile izpostavljene PE 
(slika 19). Opaženo je v skladu s pričakovanji, saj klindmicin deluje bakteriostatično 
(inhibicija sinteze proteinov) na širok spekter po Gramu pozitivnih ter po Gramu 
negativnih bakterijskih skupin. Primerljiv vpliv klindamicina na mikrobno združbo so 
pred nami pokazali tudi drugi tako v in vitro (Auchtung in sod., 2016; McDonald in 
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sod., 2015; Robinson in sod., 2014) kot tudi in vivo eksperimentalnih pogojih (Buffie in 
sod., 2014; Theriot in sod., 2016). Zanimivo, v primeru modulacije mikrobiote s 
kombinacijo klindamicina ter PE granatnega jabolka (neodvisno od koncentracije), smo 
pokazali višjo bogatost bakterijske združbe v primerjavi z mikrobiotami, ki so bile 
izpostavljene izključno klindamicinu ali kombinaciji slednjega s PE borovnic (slika 20). 
Dopuščamo možnost, da je prišlo do neposredne inhibicije delovanja antibiotika s strani 
komponent v PE granatnega jabolka, ali pa slednji vpliva na fiziologijo navedenih 
bakterijskih skupin, ki vodijo v povišano odpornost proti klindamicinu. Glede na naše 
poizvedovanje v dostopni literaturi tovrsten fenomen še ni bil opisan. 
Izpostavljenost klindamicinu je privedla do značilnih sprememb v populacijski sestavi 
bakterijske združbe. Raznoliko so bili zastopani večinoma predstavniki debla 
Firmicutes, natančneje redu Clostridiales, pri čemer je bila večina OTU-jev znižanih v 
relativni zastopanosti po izpostavitvi klindamicinu. Upad v zastopanosti predstavnikov 
redu Clostridiales, predvsem družin Lachnospiraceae ter Ruminococcaceae v povezavi 
s terapijo s klindamicinom so pred nami poročali že drugi (Antharam in sod., 2013; 
Reeves in sod., 2011; Robinson in sod., 2014), nismo pa pokazali pogosto poročanega 
porasta predstavnikov družine Enterobacteriaceae (Buffie in sod., 2012; Sullivan in 
sod., 2001). 
Izpostavitev različnim tipom PE je vodila v značilne spremembe v sestavi bakterijske 
združbe, pri čemer pa se število zaznanih bakterijskih skupin med primerjanimi 
mikrobiotami ni razlikovalo (slika 20). Nepričakovano smo pokazali, da so PE v fazi 
modulacije vodili v različne spremembe tako v primeru, ko so bili kombinirani s 
klindamicinom kot v primeru, ko so bili uporabljeni kot samostojen dejavnik 
modulacije. Edina trenda, ki se ujemata med klindamicinu izpostavljenimi ter ne-
izpostavljenimi mikrobiotami sta povišani relativni zastopanosti OTU-jev Blautia 
(OTU16) ter Clostridium_XIVa (OTU33) v povezavi z mikrobiotami, ki so bile 
izpostavljene granatnemu jabolku (priloga D in E). Ti rezultati dodatno nakazujejo na 
vzajemno delovanje ali medsebojni vpliv klindamicina ter PE, ki pa ga zaradi 
pomanjkanja literature na tem področju težko komentiramo. 
PE granatnega jabolka so med bolje preučenimi polifenoli tako v povezavi z 
blagodejnimi učinke na zdravje človeka (Sahebkar in sod., 2017; Wu in Tian, 2017) kot 
tudi vplivi na črevesno mikrobno združbo (Tomás-Barberán in Espín, 2019). Glede na 
trenutno razumevanje so biološko najpomembnejše polifenolne komponente v 
granatnem jabolku elagitanini ter njihova hidrolizirana oblika, elagična kislina. Te 
mikrobiota (med pomembnejšimi predstavniki Gordonibacter urolithinfaciens (Selma 
in sod., 2014)) pretvori v metabolite urolitina, ki se nato z višjo učinkovitostjo 
absorbirajo v GIT ter jih povezujemo s številnimi pozitivnimi učinki na zdravje človeka 
kot so proti-ventni, anti-oksidativni, proti-kancerogeni učinki ter mnogi drugi (Tomás-
Barberán in sod., 2017). 
Večina objav na temo vpliva PE granatnega jabolka na sestavo mikrobne združbe 
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temelji na in vivo študijah, pri čemer se vzorci v združbi med študijami v veliki meri 
razlikujejo. Večkrat je že bil v povezavi s PE granatnega jabolka poročan porast rodu 
Lactobacillus (Li in sod., 2015a, 2015b) ter upad v predstavnikih debla Proteobacteria 
(Li in sod., 2015a; Zhang in sod., 2017), ki pa jih mi nismo zaznali. Primerljivo z 
našimi rezultati je že bil poročan porast v rodu Bacteroides (Garcia-Villalba in sod.), 
medtem ko so drugi pokazali ravno nasprotno (Li in sod., 2015a). Prav tako je med 
študijami veliko neskladja glede vpliva PE granatnega jabolka na rod Bifidobacterium  
ter različne predstavnike debla Firmicutes (Garcia-Villalba in sod.; Li in sod., 2015a, 
2015b; Zhang in sod., 2017). 
Podobno kot v primeru PE granatnega jabolka so tudi PE borovnic predmet intenzivnih 
raziskav v povezavi z zdravjem pri človeku, pri čemer so ključne polifenolne 
komponente flavonoidi (predvsem antocianini), piruvična kislina, klorogena kislina ter 
druge, za katere predpostavljamo, da med drugim izkazujejo anti-kancerogene, 
prebiotične, proti-vnetne učinke ter delujejo zaščitno na delovanje jeter, krvožilja, 
centralnega živčnega sistema (Ma in sod., 2018).  
Študij na temo vpliva PE borovnic na mikrobioto je manj kot v primeru PE granatnega 
jabolka. Med temi obstaja visok nivo strinjanja glede pozitivnega učinka PE borovnic 
na rast rodu Bifidobacterium (Guglielmetti in sod., 2013; Lacombe in sod., 2013; 
Vendrame in sod., 2011), ki pa ga v našem primeru nismo potrdili. 
Razlogi za odstopanja v poročanih vplivih PE na mikrobioto so številni. Polifenolni 
ekstrakti ali kombinacije polifenolnih komponent, ki so bile uporabljene v navedenih 
študijah, se razlikujejo v sestavi, kar lahko vodi v specifične vzorce v modulirani 
mikrobioti. Poleg tega je bila večina študij narejena na in vivo modelu mišk ali 
kontroliranih kliničnih poskusih na ljudeh, pri čemer na rezultate vpliva med-posamična 
raznolikost v sestavi črevesne mikrobne združbe ter posledično raznolik metabolizem 
preiskovanih snovi (Lacombe in sod., 2013). Dodatno se tu tudi pokažejo 
pomanjkljivosti našega pristopa, in sicer a) omejena izhodna mikrobna pestrost, ki 
izvira iz dveh združenih vzorcev blata zdravih prostovoljcev, ter b) nezmožnost 
uporabljenega sistema pretočnih bioreaktorjev, da podpira rast določenih bakterijskih 
skupin kot na primer bifidobakterij. Te smo namreč zaznali samo v prvi časovni točki 
(pred zagonom pretoka; Bifiodbacterium (OTU46) in Bifiodbacterium (OTU79)), 
medtem ko je po fazi modulacije v vseh mikrobiotah njuna relativna zastopanost padla 
pod mejo detekcije. 
Po inokulaciji vegetativnih celic bakterije C. difficile v bioreaktorje smo nadaljnjih 7 dni 
spremljali rast bakterije ter semikvantitativno ovrednotili aktivnost toksinov TcdA in 
TcdB. Pokazali smo, da se mikrobiota v vmesnem času spreminja, vendar so te 
spremembe manjše v primerjavi z razlikami, ki so bile opisane v povezavi z dejavniki 
modulacije, katerim so bile mikrobiote izpostavljene v fazi modulacije (slika 19). 
V procesu snovanja poskusa smo predpostavili, da bodo polifenolni ekstrakti modulirali 
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mikrobioto v smeri povišane odpornosti proti kolonizaciji z bakterijo C. difficile. 
Nasprotno s pričakovanji smo pokazali, da so samo kontrolne mikrobiote, ki v fazi 
modulacije niso bile izpostavljene nobenemu dejavniku, ohranile odpornost proti 
kolonizaciji s to bakterijo (slika 21). Mikrobiote, ki so bile izpostavljene klindamicinu 
so odpornost izgubile, neodvisno od prisotnosti PE. V primeru teh mikrobiot smo 
pokazali tipične vzorce, ki so navadno povezani s porušeno mikrobioto, kot so nižja 
mikrobna bogatost (število zaznanih OTU-jev) ter raznolikost (indeks Shannon) (slika 
20). Prav tako so odpornost proti kolonizaciji z bakterijo C. difficile izgubile 
mikrobiote, ki so bile izpostavljene izključno PE, čeprav na podlagi karakterizacije 
mikrobne združbe ne moremo natančno napovedati kateri vzorci v bakterijski združbi so 
odgovorni za to. Zanimivo, pokazali smo, da je bila ravnovesna koncentracija bakterije 
C. difficile v primeru mikrobiot, ki so bile izpostavljene izključno PE, nižja v primerjavi 
z mikrobiotami, ki so bile izpostavljene PE v kombinaciji s klindamicinom. Prav tako so 
mikrobiote, ki so bile izpostavljene samo PE, 24 ur po inokulaciji minimalno zavirale 
rast bakterije C. difficile, medtem ko je bakterija v mikrobiotah, ki so bile izpostavljene 
klindamicinu, uspešno rastla od inokulacije dalje. Na podlagi dostopnih podatkov težko 
definiramo razlog za opažene trende. Najverjetneje pa je bila v mikrobiotah, ki so bile 
izpostavljene izključno PE, zaradi višje pestrosti prisotne mikrobne združbe večja 
tekmovalnost za dostopna hranila. 
Aktivnost toksinov TcdA in TcdB je v večini primerov sovpadala s koncentracijo celic 
bakterije C. difficile, kar je skladno z ugotovitvami, da sinteza toksinov pozitivno 
korelira s koncentracijo celic, ki jo bakterija nadzoruje s sistemom za zaznavanje 
celične gostote (angl: quorum sensing) (Martin-Verstraete in sod., 2016). Kot edina 
izjema so se pokazale mikrobiote, ki so bile izpostavljene granatnemu jabolku (400 
mg/L) v kombinaciji s klindamicinom, pri katerih je bila aktivnost toksinov kljub visoki 
koncentraciji bakterije C. difficile značilno nižja kot pri ostalih mikrobiotah, ki so bile 
izpostavljene klindamicinu. S trendom nižje aktivnosti toksinov smo povezali tri 
bakterijske vrste in sicer Blautia sp., Clostridium oroticum in Clostridium sporogenes. 
Pokazali smo, da bakterija C. sporogenes v neposredni celični interakciji zniža aktivnost 
toksinov bakterije C. difficile, pri čemer ne vpliva na njeno rast. V dostopni literaturi 
primerljiva interakcija še ni bila opisana. Na podlagi trenutnih rezultatov dopuščamo 
možnost, da interakcija med vrstama vodi v utišanje transkripcije genov, z zapisom za 
toksine ali pa inhibicijo toksinov v zunajceličnem prostoru s strani zunajceličnih 
metabolitov bakterije C. sporogenes, pri čemer gre lahko za vezavo molekule na aktivno 
mesto ali pa razgradnjo toksinov z zunajceličnimi proteazami. Tovrstne interakcije, ki 
vodijo v nižjo aktivnost toksinov bakterije C. difficile, njenih poglavitnih virulentnih 
dejavnikov, ne pa tudi inhibicijo rasti, lahko ponudijo odgovor na asimptomatsko 
nosilstvo. Ta po poročanjih lahko dosega tudi 11,8 % hospitalizirane populacije (Truong 
in sod., 2017), ti bolniki pa lahko dalje prispevajo k širitvi bakterije v bolnišničnem 
okolju (Furuya-Kanamori in sod., 2015). 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  





 V primerjavi z zdravimi prostovoljci kažejo hospitalizirani bolniki tipične znake 
porušene mikrobiote kot so znižana raznolikost bakterijske združbe, ki je 
pogojena predvsem z upadom v prisotnosti ali relativni zastopanosti 
predstavnikov redu Clostridiales. Pri hospitaliziranih bolnikih smo pokazali tudi 
povišano relativno zastopanost glive C. albicans, katere razrast je povezan s 
porušeno bakterijsko združbo in lahko povzroča zdravstvene zaplete. 
 Hospitalizirani bolniki s kroničnimi vnetnimi črevesnimi boleznimi (KVČB) so 
kazali izrazitejše znake porušene mikrobiote kot ostali bolniki. 
 Med bolniki, ki so bili hospitalizirani zaradi KVČB, ter ostalimi ni bilo razlik v 
stopnji koloniziranosti z bakterijo C. difficile. 
 Pri hospitaliziranih bolnikih brez KVČB smo pokazali značilne razlike v  
bakterijski združbi med koloniziranimi ter ne-koloniziranimi z bakterijo  
C. difficile. Najpomembneje, koloniziranost z bakterijo C. difficile je bila 
povezana z višjo zastopanostjo rodu Enterococcus, kar se sklada s pogosto 
poročano  
ko-kolonizacijo bakterije C. difficile z enterokoki odpornimi na vankomicin. 
 Pri hospitaliziranih bolnikih s KVČB ni bilo značilnih razlik v bakterijski ali 
glivni združbi med koloniziranimi ter ne-koloniziranimi z bakterijo C. difficile. 
 Izpostavljenost mikrobiote klindamicinu in/ali različnim polifenolnim 
ekstraktom je v in vitro pogojih vodila v izgubo odpornosti proti kolonizaciji z 
bakterijo C. difficile. 
 Bakterija C. sporogenes v ko-kulturi značilno zniža aktivnost toksinov bakterije 
C. difficile, medtem ko na rast bakterije ne vpliva. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Bakterija Clostridium difficile se v Sloveniji ter svetu uvršča med najpogostejše okužbe 
gastrointestinalnega trakta v bolnišničnem okolju. Bolezenski znaki segajo od blage 
driske do hujših zapletov kot so pseudomembranozni kolitis ter ileus, pri čemer se 
primeri lahko končajo tudi s smrtjo. Največje težave predstavljajo ponovne okužbe, ki 
se pojavijo v približno tretjini primerov. Ponovne okužbe so v veliki meri posledica 
porušene mikrobiote po zdravljenju primarne okužbe s širokospektralnimi antibiotiki. 
Visoka uspešnost terapije s fekalno transplantacijo potrjuje ključno vlogo funkcionalne 
črevesne mikrobiote pri obrambi pred kolonizacijo z bakterijo C. difficile, vendar je 
neprijetna za zdravljeno osebo, poleg tega so dolgoročni učinki neznani ter težko 
preverljivi. Trenutne raziskave so zato usmerjene v razumevanje mehanizmov 
odpornosti proti kolonizaciji z bakterijo C. difficile ter identifikaciji mikroorganizmov, 
ki sodelujejo v teh procesih. Pomemben cilj aktualnih raziskav je priprava probiotičnih 
pripravkov, ki bi v kombinaciji z antibiotično terapijo ali preventivno izboljšali 
funkcionalnost komenzalne mikrobiote pri izpostavljenih posameznikih. 
Poglavitni cilj doktorskega dela je bil zato poiskati mikrobne vzorce, ki so povezani s 
kolonizacijsko rezistenco proti bakteriji C. difficile. Analizirali smo populacijo 
hospitaliziranih bolnikov, pri čemer smo se osredotočili na tiste s kroničnimi vnetnimi 
črevesnimi boleznimi, saj imajo zaradi kroničnih vnetij značilne vzorce v mikrobioti, ki 
so bili v preteklosti povezani s povišanim tveganjem za kolonizacijo z bakterijo  
C. difficile. V drugem delu smo z in vitro poskusom na sistemu pretočnih bioreaktorjev 
pokazali, da lahko na kolonizacijsko rezistenco proti bakteriji C. difficile vplivamo tudi 
z modulacijo istega izhodnega vzorca. 
V okviru doktorske naloge smo postavili ter optimizirali protokol za analizo bakterijske 
ter glivne združbe z metodo amplikon sekvenciranja na platformi naslednje generacije 
sekvenciranja MiSeq (Illumina). Prav tako smo postavili protokol za analizo surovih 
podatkov s programskim orodjem mothur ter statistično analizo mikrobnih združb s 
programskim jezikom R ter Python. Optimizirane metode smo najprej uporabili za 
analizo črevesne mikrobiote pri populaciji zdravih prostovoljcev (Mahnic in sod., 
2018). 
Vzorce v okviru analize skupine hospitaliziranih bolnikov smo pridobili v sodelovanju s 
prof. dr. Pavlom Skokom (Oddelek za gastroenterologijo, UKC Maribor), medtem ko 
smo vzorce zdravih prostovoljcev pridobili v organiziranem zbiranju znotraj 
raziskovalne skupine. Poskus, ki je vključeval modulacijo mikrobiote z ekstrakti 
polifenolov ter klindamicina je bil izveden na sistemu pretočnih bioreaktorjev v 
sodelovanju s skupino pod vodstvom Ph.D. Roberta Brittona v Houstonu (Teksas, 
ZDA). 
Pokazali smo, da so bolniki hospitalizirani zaradi zagona ene izmed oblik kroničnih 
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vnetnih črevesnih bolezni (KVČB), kazali bolj izrazite znake porušene mikrobiote kot 
ostali hospitalizirani bolniki, kar je v skladu s predhodnimi objavami na to temo. 
Porušena mikrobiota je ključna za uspešno kolonizacijo z bakterijo C. difficile ter 
nadaljnji razvoj simptomatske okužbe, in temu primerno so pred nami pokazali, da je 
stopnja okužbe višja pri bolnikih s KVČB, kar pa v našem primeru nismo potrdili. 
Smo pa pokazali, da je bila v skupini hospitaliziranih bolnikov brez KVČB kolonizacija 
z bakterijo C. difficile povezana z značilnimi vzorci v bakterijski združbi. 
Najpomembneje, potrdili smo da se v kombinaciji z bakterijo C. difficile pogosto 
pojavlja rod Enterococcus, katerega pogosto zastopajo na vankomicin odporni 
predstavniki (angl: Vancomycin resistant enterococci (VRE)). 
V kontrolni skupini zdravih prostovoljcev je bilo število posameznikov koloniziranih s 
C. difficile premajhno, da bi jih lahko primerjali z ostalimi skupinami. 
V in vitro pogojih smo pokazali, da lahko naključna modulacija iste izhodiščne 
mikrobne združbe vodi v različne stopnje kolonizacijske odpornosti proti bakteriji  
C. difficile ter neodvisno tudi aktivnosti njenih toksinov TcdA in TcdB. Kot 
predpostavljeno smo pokazali, da klindamicin povzroči spremembe v združbi, ki so 
povezane z nižjo kolonizacijsko odpornostjo. Nasprotno s pričakovanji pa se je 
primerljivo izkazalo tudi za združbe, ki so bile izpostavljene različnim tipom 
polifenolnih ekstraktov, čeprav so ti v zadnjem času predmet intenzivnih raziskav zaradi 
dokazanih prebiotičnih učinkov ter blagodejnega vpliva na zdravje človeka. 
Prvi smo pokazali, da bakterija Clostridium sporogenes deluje antagonistično na 
bakterijo C. difficile in sicer zmanjša aktivnost toksinov TcdA in TcdB brez vpliva na 
rast bakterije. Opažanje je lahko pomemben premik k boljšemu razumevanju 
asimptomatskega nosilstva, ki je v bolnišničnem okolju pogosto, pri čemer so lahko 
nosilci pomemben prenašalec okužbe. 
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Bacteria Clostridium difficile is among most prevalent causes of hospital acquired 
gastrointestinal infections in Slovenia and worldwide. Symptoms can range from mild 
diarrhoea to colitis, they can manifest in severe forms like pseudomembranous colitis or 
ileus, and can result in death of the patient. Most problematic are recurrent infections 
that appear in approximately one third of the cases. Important driver of recurrent 
infections is a disrupted microbiota, caused by the activity of broad spectrum antibiotics 
used in the treatment of the primary infection. High efficacy of the fecal microbiota 
transplantation treatment further emphasizes the importance of microbiota in the 
defence against C. difficile colonization. Nevertheless, long term effects of fecal 
microbiota transplantation are unknown and challenging to define, additionally the 
treatment can be highly unpleasant for the patient. Primary focus on the field is 
therefore aimed at better understanding of the underlying mechanisms of colonization 
resistance against C. difficile and identification of microorganisms, which are involved 
in the process. Final application would be the design of probiotics that would in 
combination with antibiotic therapy improve the functionality of commensal microbiota 
in the group of exposed patients. 
Main goal of our research was to identify microbial patterns in microbiota associated 
with colonization resistance against C. difficile. We analysed a population of 
hospitalized patients with special focus on those that were hospitalized due to flare of 
inflammatory bowel disease (IBD). These patients were previously associated with 
highly disrupted microbiota and are therefore at higher risk of being colonized with  
C. difficile. Secondly, we utilized a system of continuous flow bioreactors to show, that 
colonization resistance against C. difficile can be altered by differential modulation of 
same starting stool material. 
Firstly, we set up and optimized the protocol for the analysis of bacterial and fungal 
communities with the method of next generation sequencing on the MiSeq platform 
(Illumina). Further we developed a pipeline for the quality filtering of raw sequence 
reads (mothur) and statistical analysis (R, Python). Optimized methods were first tested 
on the population of healthy volunteers (Mahnic in Rupnik, 2018). 
Samples for the analysis of hospitalized cohort were obtained in collaboration with prof. 
dr. Pavel Skok (Department for Gastroenterology, UKC Maribor), while samples by 
healthy volunteers were collected by our research group. Experiment on the system of 
continuous flow bioreactors was done in Houston (Texas, USA) in collaboration with 
Ph.D. Robert Allan Brittons research group. 
We showed that patients, which were hospitalized due to flare of IBD, were associated 
with more prominent markers of disrupted microbiota in comparison to healthy 
volunteers as well as other hospitalized patients. Disrupted microbiota is an important 
driver of C. difficile colonization, and previously it was shown that this group has 
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higher frequency of colonization with this bacterium, but our results showed no 
significant difference. 
In the group of patients, which were hospitalized due to non-IBD related causes, we 
identified significant bacterial patterns associated with C. difficile colonization. Most 
importantly, we confirmed often reported co-colonization of C. difficile with 
representatives from genus Enterococcus, which often carry resistance against 
vancomycin (VRE). 
In the group of healthy volunteers the number of C. difficile colonized was too low to be 
included in the analysis. 
Under in vitro conditions we showed that stochastic modulation of same starting stool 
material can lead to microbial patterns associated with different rates of colonization 
resistance against C. difficile and activity of toxins TcdA and TcdB, with the two being 
unrelated. As expected we showed that exposure to clindamycin disrupts microbiota 
towards lowered colonization resistance. Contrary to our expectations we obtained 
similar results when microbiota was exposed to different polyphenolic extracts, even 
though these are currently a hot topic due to their prebiotic effects and beneficial impact 
on human health. 
We were the first to show antagonistic effect of Clostridium sporogenes on C. difficile, 
more specifically we showed that it lowers toxin activity without observable effect on 
C. difficile growth. Observation could be an important step towards a better 
understanding of asymptomatic carriage. This is common in hospitalized patients, 
which can be a prominent source of dissemination of the disease. 
  
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  





 Ahonen T., Vanhala M., Kautiainen H., Kumpusalo E., Saltevo J. 2012. Sex differences 
in the association of adiponectin and low-grade inflammation with changes in the 
body mass index from youth to middle age. Gender Medicine, 9: 1–8 
Almajano M.P., Carbó R., Jiménez J.A.L., Gordon M.H. 2008. Antioxidant and 
antimicrobial activities of tea infusions. Food Chemistry, 108: 55–63 
Antharam V.C., Li E.C., Ishmael A., Sharma A., Mai V., Rand K.H., Wang G.P. 2013. 
Intestinal dysbiosis and depletion of butyrogenic bacteria in Clostridium difficile 
infection and nosocomial diarrhea. Journal of Clinical Microbiology, 51: 2884–2892 
Auchtung J.M., Robinson C.D., Britton R.A. 2015. Cultivation of stable, reproducible 
microbial communities from different fecal donors using minibioreactor arrays 
(MBRAs). Microbiome, 30: 3-42 
Auchtung J.M., Robinson C.D., Farrell K., Britton R.A. 2016. MiniBioReactor Arrays 
(MBRAs) as a tool for studying C. difficile physiology in the presence of a complex 
community. Methods in Molecular Biology, 1467: 235–258 
Auchtung T.A., Fofanova T.Y., Stewart C.J., Nash A.K., Wong M.C., Gesell J.R., 
Auchtung J.M., Ajami N.J., Petrosino J.F. 2018. Investigating colonization of the 
healthy adult gastrointestinal tract by fungi. MSphere, 3, 2: e00092-18, doi: 
10.1128/mSphere.00092-18: 16 str. 
Baker J.M., Chase D.M., Herbst-Kralovetz M.M. 2018. Uterine microbiota: residents, 
tourists, or invaders? Frontiers in Immunology, 9: 208, doi: 
10.3389/fimmu.2018.00208: 16 str. 
Belkaid Y., Hand T.W. 2014. Role of the microbiota in immunity and inflammation. 
Cell, 157: 121–141 
Biagi E., Nylund L., Candela M., Ostan R., Bucci L., Pini E., Nikkïla J., Monti D., 
Satokari R., Franceschi C., Brigidi P., De Vos W. 2010. Through ageing, and 
beyond: gut microbiota and inflammatory status in seniors and centenarians. PLoS 
ONE, 5, 5: e10667, doi: 10.1371/journal.pone.0010667: 14 str. 
Borgo F., Garbossa S., Riva A., Severgnini M., Luigiano C., Benetti A., Pontiroli A.E., 
Morace G., Borghi E. 2018. Body mass index and sex affect diverse microbial niches 
within the gut. Frontiers in Microbiology, 9: 213, doi: 10.3389/fmicb.2018.00213: 12 
str. 
Buffie C.G., Jarchum I., Equinda M., Lipuma L., Gobourne A., Viale A., Ubeda C., 
Xavier J., Pamer E.G. 2012. Profound alterations of intestinal microbiota following a 
single dose of clindamycin results in sustained susceptibility to Clostridium difficile-
induced colitis. Infection and Immunity, 80: 62–73 
Buffie C.G., Bucci V., Stein R.R., McKenney P.T., Ling L., Gobourne A., No D., Liu 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




H., Kinnebrew M., Viale A., Littmann E., van den Brink M.R., Jenq R.R., Taur Y., 
Sander C., Cross J.R., Toussaint N.C., Xavier J.B., Pamer E.G. 2014. Precision 
microbiome reconstitution restores bile acid mediated resistance to Clostridium 
difficile. Nature, 517, 7533: 205-208 
Castagliuolo I., LaMont J.T., Nikulasson S.T., Pothoulakis C. 1996. Saccharomyces 
boulardii protease inhibits Clostridium difficile toxin A effects in the rat ileum. 
Infection and Immunity, 64: 5225–5232 
Chandrasekaran R., Lacy D.B. 2017. The role of toxins in Clostridium difficile 
infection. FEMS Microbiological Reviews, 41: 723–750 
Chehoud C., Albenberg L.G., Judge C., Hoffmann C., Grunberg S., Bittinger K., 
Baldassano R.N., Lewis J.D., Bushman F.D., Wu G.D. 2015. A fungal signature in 
the gut microbiota of pediatric patients with inflammatory bowel disease. 
Inflammatory Bowel Diseases, 21: 1948–1956 
Chehoud C., Dryga A., Hwang Y., Nagy-Szakal D., Hollister E.B., Luna R.A., 
Versalovic J., Kellermayer R., Bushman F.D. 2016. Transfer of viral communities 
between human individuals during fecal microbiota transplantation. MBio, 7: 
e00322-16, doi: 10.1128/mBio.00322-16: 8 str. 
Chen W., Liu F., Ling Z., Tong X., Xiang C. 2012. Human intestinal lumen and 
mucosa-associated microbiota in patients with colorectal cancer. PLoS ONE, 7, 6: 
e39743, doi: 10.1371/journal.pone.0039743: 9 str. 
Chen Y., Furuya-Kanamori L., Doi S.A., Ananthakrishnan A.N., Kirk M. 2017. 
Clostridium difficile infection and risk of colectomy in patients with inflammatory 
bowel disease: a bias-adjusted meta-analysis. Inflammatory Bowel Diseases, 23: 
200–207 
Chung K.T., Lu Z., Chou M.. 1998. Mechanism of inhibition of tannic acid and related 
compounds on the growth of intestinal bacteria. Food and Chemical Toxicology, 36: 
1053–1060 
Claesson M.J., O’Sullivan O., Wang Q., Nikkilä J., Marchesi J.R., Smidt H., de Vos 
W.M., Ross R.P., O’Toole P.W. 2009. Comparative analysis of pyrosequencing and 
a phylogenetic microarray for exploring microbial community structures in the 
human distal intestine. PLoS ONE, 4, 8: e6669, doi: 10.1371/journal.pone.0006669: 
15 str. 
Claesson M.J., Cusack S., O’Sullivan O., Greene-Diniz R., de Weerd H., Flannery E., 
Marchesi J.R., Falush D., Dinan T., Fitzgerald G., Stanton C., van Sinderen D., 
O'Connor M., Harnedy N., O'Connor K., Henry C., O'Mahony D., Fitzgerald A.P., 
Shanahan F., Twomey C., Hill C., Ross R.P., O'Toole P.W. 2011. Composition, 
variability, and temporal stability of the intestinal microbiota of the elderly. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 
108: 4586–4591 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Clarke S.F., Murphy E.F., O’Sullivan O., Lucey A.J., Humphreys M., Hogan A., Hayes 
P., O’Reilly M., Jeffery I.B., Wood-Martin R., Kerins D.M., Quigley E., Ross R.P., 
O'Toole P.W., Molloy M.G., Falvey E., Shanahan F., Cotter P.D. 2014. Exercise and 
associated dietary extremes impact on gut microbial diversity. Gut, 63: 1913–1920 
Cory H., Passarelli S., Szeto J., Tamez M., Mattei J. 2018. The role of polyphenols in 
human health and food systems: a mini-review. Frontiers in Nutrition, 5: 87, doi: 
10.3389/fnut.2018.00087: 9 str. 
Cowardin C.A., Buonomo E.L., Saleh M.M., Wilson M.G., Burgess S.L., Kuehne S.A., 
Schwan C., Eichhoff A.M., Koch-Nolte F., Lyras D., Aktories K., Minton N.P., Petri 
W.A. Jr. 2016. The binary toxin CDT enhances Clostridium difficile virulence by 
suppressing protective colonic eosinophilia. Nature Microbiology, 1, 8: 16108, doi: 
10.1038/nmicrobiol.2016.108: 10 str. 
D’Aoust J., Battat R., Bessissow T. 2017. Management of inflammatory bowel disease 
with Clostridium difficile infection. World Journal of Gastroenterology, 23: 4986–
5003 
Darfeuille-Michaud A., Neut C., Barnich N., Lederman E., Di Martino P., Desreumaux 
P., Gambiez L., Joly B., Cortot A., Colombel J.F. 1998. Presence of adherent 
Escherichia coli strains in ileal mucosa of patients with Crohn’s disease. 
Gastroenterology, 115: 1405–1413 
Dauby N. 2017. Risks of Saccharomyces boulardii-containing probiotics for the 
prevention of Clostridium difficile infection in the elderly. Gastroenterology, 153: 
1450–1451 
Davenport E.R., Sanders J.G., Song S.J., Amato K.R., Clark A.G., Knight R. 2017. The 
human microbiome in evolution. BMC Biology, 15, 127, doi: 10.1186/s12915-017-
0454-7: 12 str. 
Deshpande A., Pasupuleti V., Thota P., Pant C., Rolston D.D.K., Hernandez A.V., 
Donskey C.J., Fraser T.G. 2015. Risk factors for recurrent Clostridium difficile 
infection: a systematic review and meta-analysis. Infection Control & Hospital 
Epidemiology, 36: 452–460 
Dharmani P., Strauss J., Ambrose C., Allen-Vercoe E., Chadee K. 2011. Fusobacterium 
nucleatum infection of colonic cells stimulates MUC2 mucin and tumor necrosis 
factor alpha. Infection and Immunity, 79: 2597–2607 
Dominianni C., Sinha R., Goedert J.J., Pei Z., Yang L., Hayes R.B., Ahn J. 2015. Sex, 
body mass index, and dietary fiber intake influence the human gut microbiome. 
PLoS ONE 10, 4: e0124599, doi: 10.1371/journal.pone.0124599: 14 str. 
El Mouzan M., Wang F., Al Mofarreh M., Menon R., Al Barrag A., Korolev K.S., Al 
Sarkhy A., Al Asmi M., Hamed Y., Saeed A., Dowd S.E., Assiri A., Winter H. 2016. 
Fungal microbiota profile in newly diagnosed treatment-naïve children with Crohn’s 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




disease. Journal of Crohn’s and Colitis, 11, 5: 586-592 
Elmer G.W., McFarland L.V., Surawicz C.M., Danko L., Greenberg R.N. 1999. 
Behaviour of Saccharomyces boulardii in recurrent Clostridium difficile disease 
patients. Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 13: 1663–1668 
Falony G., Joossens M., Vieira-Silva S., Wang J., Darzi Y., Faust K., Kurilshikov A., 
Bonder M.J., Valles-Colomer M., Vandeputte D., Tito R.Y., Chaffron S., Rymenans 
L., Verspecht C., De Sutter L., Lima-Mendez G., D'hoe K., Jonckheere K., Homola 
D., Garcia R., Tigchelaar E.F., Eeckhaudt L., Fu J., Henckaerts L., Zhernakova A., 
Wijmenga C., Raes J. 2016. Population-level analysis of gut microbiome variation. 
Science, 352: 560–564 
Ferreira I.C.F.R., Martins N., Barros L. 2017. Phenolic compounds and its 
bioavailability: in vitro bioactive compounds or health promoters? Advances in Food 
and Nutrition Research, 82: 1–44 
Fraga C.G., Croft K.D., Kennedy D.O., Tomás-Barberán F.A. 2019. The effects of 
polyphenols and other bioactives on human health. Food & Function, 10: 514–528 
Frank D.N., Amand A.L.S., Feldman R.A., Boedeker E.C., Harpaz N., Pace N.R. 2007. 
Molecular-phylogenetic characterization of microbial community imbalances in 
human inflammatory bowel diseases. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America, 104: 13780–13785 
Freire A.C., Basit A.W., Choudhary R., Piong C.W., Merchant H.A. 2011. Does sex 
matter? The influence of gender on gastrointestinal physiology and drug delivery. 
International Journal of Pharmaceutics, 415: 15–28 
Fujitani S., George W.L., Morgan M.A., Nichols S., Murthy A.R. 2011. Implications for 
vancomycin-resistant Enterococcus colonization associated with Clostridium difficile 
infections. American Journal of Infection Control, 39: 188–193 
Furuya-Kanamori L., Marquess J., Yakob L., Riley T.V., Paterson D.L., Foster N.F., 
Huber C.A., Clements A.C.A. 2015. Asymptomatic Clostridium difficile 
colonization: epidemiology and clinical implications. BMC Infectious Diseases, 15: 
516, doi: 10.1186/s12879-015-1258-4: 11 str. 
Garcia-Villalba R., Vissenaekens H., Pitart J., Romo-Vaquero M., Espín J.C., Grootaert 
C., Selma M.V., Raes K., Possemiers S. 2017. The gastrointestinal simulation model 
TWIN-SHIME® shows differences between human urolithin-metabotypes in gut 
microbiota composition, pomegranate polyphenol metabolism, and transport along 
the intestinal tract. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 65, 27: 5480-5493 
Geib S.M., Filley T.R., Hatcher P.G., Hoover K., Carlson J.E., Jimenez-Gasco M. del 
M., Nakagawa-Izumi A., Sleighter R.L., Tien M. 2008. Lignin degradation in wood-
feeding insects. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America, 105: 12932–12937 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Gevers D., Kugathasan S., Denson L.A., Vázquez-Baeza Y., Van Treuren W., Ren B., 
Schwager E., Knights D., Song S.J., Yassour M., Morgan X.C., Kostic A.D., Luo C., 
González A., McDonald D., Haberman Y., Walters T., Baker S., Rosh J., Stephens 
M., Heyman M., Markowitz J., Baldassano R., Griffiths A., Sylvester F., Mack D., 
Kim S., Crandall W., Hyams J., Huttenhower C., Knight R., Xavier R.J. 2014. The 
treatment-naïve microbiome in new-onset Crohn’s disease. Cell Host Microbe, 15: 
382–392 
Gu Y.B., Zhang M.C., Sun J., Lv K.Z., Zhong J. 2017. Risk factors and clinical 
outcome of Clostridium difficile infection in patients with IBD: a single-center 
retrospective study of 260 cases in China. Journal of Digestive Diseases, 18: 207–
211 
Guglielmetti S., Fracassetti D., Taverniti V., Del Bo’ C., Vendrame S., Klimis-Zacas 
D., Arioli S., Riso, P., Porrini M. 2013. Differential modulation of human intestinal 
Bifidobacterium populations after consumption of a wild blueberry (Vaccinium 
angustifolium) drink. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 61: 8134–8140 
Halfvarson J., Brislawn C.J., Lamendella R., Vázquez-Baeza Y., Walters W.A., Bramer 
L.M., D’Amato M., Bonfiglio F., McDonald D., Gonzalez A., McClure E.E., 
Dunklebarger M.F., Knight R. 2017. Dynamics of the human gut microbiome in 
inflammatory bowel disease. Nature Microbiology 2: 17004, doi: 
10.1038/nmicrobiol.2017.4: 7 str. 
Hall I.C., O’toole E. 1935. Intestinal flora in new-born infants: with a description of a 
novel pathogenic anaerobe, bacillus difficilis. The American Journal of Diseases of 
Children, 49, 2: 390-402 
Hallen-Adams H.E., Suhr M.J. 2016. Fungi in the healthy human gastrointestinal tract. 
Virulence, 8: 352–358 
Hamady M., Knight R. 2009. Microbial community profiling for human microbiome 
projects: tools, techniques, and challenges. Genome Research, 19: 1141–1152 
Heinsen F.-A., Knecht H., Neulinger S.C., Schmitz R.A., Knecht C., Kühbacher T., 
Rosenstiel P.C., Schreiber S., Friedrichs A.K., Ott S.J. 2015. Dynamic changes of the 
luminal and mucosa-associated gut microbiota during and after antibiotic therapy 
with paromomycin. Gut Microbes, 6: 243–254 
Hervert-Hernández D., Goñi I. 2011. Dietary polyphenols and human gut microbiota: a 
review. Food Reviews International, 27: 154–169 
Hillman E.T., Lu H., Yao T., Nakatsu C.H. 2017. Microbial ecology along the 
gastrointestinal tract. Microbes and Environments, 32: 300–313 
Hopkins R.J., Wilson R.B. 2018. Treatment of recurrent Clostridium difficile colitis: a 
narrative review. Gastroenterology Report, 6: 21–28 
Horvat S., Mahnic A., Breskvar M., Dzeroski S., Rupnik M. 2017. Evaluating the effect 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




of Clostridium difficile conditioned medium on fecal microbiota community 
structure. Scientific Reports, 7: 16448, doi:10.1038/s41598-017-15434-1: 11 str. 
Hourigan S.K., Chen L.A., Grigoryan Z., Laroche G., Weidner M., Sears C.L., Oliva-
Hemker M. 2015. Microbiome changes associated with sustained eradication of 
Clostridium difficile after single faecal microbiota transplantation in children with 
and without inflammatory bowel disease. Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 
42: 741–752 
Howell A.B., D'Souza D.H. 2013. The pomegranate: effects on bacteria and viruses that   
influence human health. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine: 
606212, doi: 10.1155/2013/606212: 11 str. 
Hugon P., Dufour J.-C., Colson P., Fournier P.-E., Sallah K., Raoult D. 2015. A 
comprehensive repertoire of prokaryotic species identified in human beings. The 
Lancet Infectious Diseases, 15: 1211–1219 
Huse S.M., Ye Y., Zhou Y., Fodor A.A. 2012. A core human microbiome as viewed 
through 16S rRNA sequence clusters. PLoS ONE, 7, 6: e34242, doi: 
10.1371/journal.pone.0034242: 12 str. 
Huseyin C.E., Rubio R.C., O’Sullivan O., Cotter P.D., Scanlan P.D. 2017. The fungal 
frontier: a comparative analysis of methods used in the study of the human gut 
mycobiome. Frontiers in Microbiology, 8: 1432, doi: 10.3389/fmicb.2017.01432: 15 
str. 
Joossens M., Huys G., Cnockaert M., De Preter V., Verbeke K., Rutgeerts P., 
Vandamme P., Vermeire S. 2011. Dysbiosis of the faecal microbiota in patients with 
Crohn’s disease and their unaffected relatives. Gut, 60: 631–637 
Khoruts A., Rank K.M., Newman K.M., Viskocil K., Vaughn B.P., Hamilton M.J., 
Sadowsky M.J. 2016. Inflammatory bowel disease affects the outcome of fecal 
microbiota transplantation for recurrent Clostridium difficile infection. Clinical 
Gastroenterology and Hepatology, 14: 1433–1438 
Klindworth A., Pruesse E., Schweer T., Peplies J., Quast C., Horn M., Glockner F.O. 
2013. Evaluation of general 16S ribosomal RNA gene PCR primers for classical and 
next-generation sequencing-based diversity studies. Nucleic Acids Research, 41, 1: 
e1, doi: 10.1093/nar/gks808: 11 str. 
Koenigsknecht M.J., Theriot C.M., Bergin I.L., Schumacher C.A., Schloss P.D., Young 
V.B. 2015. Dynamics and establishment of Clostridium difficile infection in the 
murine gastrointestinal tract. Infection and Immunity, 83: 934–941 
Kourelis A., Kotzamanidis C., Litopoulou-Tzanetaki E., Papaconstantinou J., 
Tzanetakis N., Yiangou M. 2010. Immunostimulatory activity of potential probiotic 
yeast strains in the dorsal air pouch system and the gut mucosa. Journal of Applied 
Microbiology, 109: 260–271 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Lacombe A., Li R.W., Klimis-Zacas D., Kristo A.S., Tadepalli S., Krauss E., Young R., 
Wu V.C.H. 2013. Lowbush wild blueberries have the potential to modify gut 
microbiota and xenobiotic metabolism in the rat colon. PLoS ONE, 8, 6: e67497, doi: 
10.1371/journal.pone.0067497: 8 str. 
Leblanc V., Hudon A.-M., Royer M.-M., Corneau L., Dodin S., Bégin C., Lemieux S. 
2015. Differences between men and women in dietary intakes and metabolic profile 
in response to a 12-week nutritional intervention promoting the Mediterranean diet. 
Journal of Nutritional Science, 4: e13, doi: 10.1017/jns.2015.2: 11 str. 
Li Z., Summanen P.H., Komoriya T., Henning S.M., Lee R.-P., Carlson E., Heber D., 
Finegold S.M. 2015a. Pomegranate ellagitannins stimulate growth of gut bacteria 
in vitro: implications for prebiotic and metabolic effects. Anaerobe, 34: 164–168 
Li Z., Henning S.M., Lee R.-P., Lu Q.-Y., Summanen P.H., Thames G., Corbett K., 
Downes J., Tseng C.H., Finegold S.M., Heber D. 2015b. Pomegranate extract 
induces ellagitannin metabolite formation and changes stool microbiota in healthy 
volunteers. Food & Function, 6: 2487–2495 
Liguori G., Lamas B., Richard M.L., Brandi G., da Costa G., Hoffmann T.W., Di 
Simone M.P., Calabrese C., Poggioli G., Langella P., Campieri M., Sokol H. 2016. 
Fungal dysbiosis in mucosa-associated microbiota of Crohn’s disease patients. 
Journal of Crohn’s and Colitis, 10: 296–305 
Limon J.J., Skalski J.H., Underhill D.M. 2017. Commensal fungi in health and disease. 
Cell Host & Microbe, 22: 156–165 
Liubakka A., Vaughn B.P. 2016. Clostridium difficile infection and fecal microbiota 
transplant. AACN Advanced Critical Care, 27: 324–337 
Lopetuso L.R., Scaldaferri F., Petito V., Gasbarrini A. 2013. Commensal Clostridia: 
leading players in the maintenance of gut homeostasis. Gut Pathogens, 5, 1: 23, doi: 
10.1186/1757-4749-5-23: 8 str. 
Lopez C.A., Miller B.M., Rivera-Chavez F., Velazquez E.M., Byndloss M.X., Chavez-
Arroyo A., Lokken K.L., Tsolis R.M., Winter S.E., Baumler A.J. 2016. Virulence 
factors enhance Citrobacter rodentium expansion through aerobic respiration. 
Science, 353: 1249–1253 
Lozupone C.A., Stombaugh J.I., Gordon J.I., Jansson J.K., Knight R. 2012. Diversity, 
stability and resilience of the human gut microbiota. Nature, 489: 220–230 
Luan C., Xie L., Yang X., Miao H., Lv N., Zhang R., Xiao X., Hu Y., Liu Y., Wu N., 
Zhu Y., Zhu B. 2015. Dysbiosis of fungal microbiota in the intestinal mucosa of 
patients with colorectal adenomas. Scientific Reports 5: 7980, doi: 
10.1038/srep07980: 9 str. 
Ma L., Sun Z., Zeng Y., Luo M., Yang J. 2018. Molecular mechanism and health role of 
functional ingredients in blueberry for chronic disease in human beings. International 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Journal of Molecular Sciences, 19, 9: E2785, doi: 10.3390/ijms19092785: 19 str. 
Mabardy A., McCarty J., Hackford A., Dao H. 2017. IBD: a growing and vulnerable 
cohort of hospitalized patients with Clostridium difficile infection. The American 
Surgeon, 83: 605–609 
Mahnic A., Rupnik M. 2018. Different host factors are associated with patterns in 
bacterial and fungal gut microbiota in Slovenian healthy cohort. PLoS ONE, 13, 12: 
e0209209, doi: 10.1371/journal.pone.0209209: 17 str. 
Main J., McKenzie H., Yeaman G.R., Kerr M.A., Robson D., Pennington C.R., Parratt 
D. 1988. Antibody to Saccharomyces cerevisiae (bakers’ yeast) in Crohn’s disease. 
British Medical Journal, 297: 1105–1106 
Manach C., Williamson G., Morand C., Scalbert A., Rémésy C. 2005. Bioavailability 
and bioefficacy of polyphenols in humans. I. Review of 97 bioavailability studies. 
The American Journal of Clinical Nutrition, 81: 230S-242S 
Mangin I., Bonnet R., Seksik P., Rigottier-Gois L., Sutren M., Bouhnik Y., Neut C., 
Collins M.D., Colombel J.-F., Marteau P., Dore J. 2004. Molecular inventory of 
faecal microflora in patients with Crohn’s disease. FEMS Microbiology Ecology, 50: 
25–36 
Martin J.S.H., Monaghan T.M., Wilcox M.H. 2016. Clostridium difficile infection: 
Epidemiology, diagnosis and understanding transmission. Nature Reviews 
Gastroenterology & Hepatology, 13: 206–216 
Martin-Verstraete I., Peltier J., Dupuy B. 2016. The regulatory networks that control 
Clostridium difficile toxin synthesis. Toxins (Basel), 8, 5: E153, doi: 
10.3390/toxins8050153: 24 str. 
McDonald J.A.K., Fuentes S., Schroeter K., Heikamp-deJong I., Khursigara C.M., de 
Vos W.M., Allen-Vercoe E. 2015. Simulating distal gut mucosal and luminal 
communities using packed-column biofilm reactors and an in vitro chemostat model. 
Journal of Microbiological Methods, 108: 36–44 
McFarland L.V. 2015. Probiotics for the primary and secondary prevention of C. 
difficile infections: a meta-analysis and systematic review. Antibiotics, 4: 160–178 
Li J., Jia H., Cai X., Zhong H., Feng Q., Sunagawa S., Arumugam M., Kultima J.R., 
Prifti E., Nielsen T., Juncker A.S., Manichanh C., Chen B., Zhang W., Levenez F., 
Wang J., Xu X., Xiao L., Liang S., Zhang D., Zhang Z., Chen W., Zhao H., Al-Aama 
J.Y., Edris S., Yang H., Wang J., Hansen T., Nielsen H.B., Brunak S., Kristiansen 
K., Guarner F., Pedersen O., Doré J., Ehrlich S.D., Bork P., Wang J. 2014. An 
integrated catalog of reference genes in the human gut microbiome. Nature 
Biotechnology, 32: 834–841 
Morgan X.C., Tickle T.L., Sokol H., Gevers D., Devaney K.L., Ward D.V., Reyes J.A., 
Shah S.A., LeLeiko N., Snapper S.B., Bousvaros A., Korzenik J., Sands B.E., Xavier 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




R.J., Huttenhower C. 2012. Dysfunction of the intestinal microbiome in 
inflammatory bowel disease and treatment. Genome Biology, 13, 9: R79, doi: 
10.1186/gb-2012-13-9-r79: 18 str. 
Moya A., Ferrer M. 2016. Functional redundancy-induced stability of gut microbiota 
subjected to disturbance. Trends in Microbiology, 24: 402–413 
Mueller S., Saunier K., Hanisch C., Norin E., Alm L., Midtvedt T., Cresci A., Silvi S., 
Orpianesi C., Verdenelli M.C., Clavel T., Koebnick C., Zunft H.J., Doré J., Blaut M. 
2006. Differences in fecal microbiota in different European study populations in 
relation to age, gender, and country: a cross-sectional study. Applied Environmental 
Microbiology, 72: 1027–1033 
Murdoch T.B., Xu W., Stempak J.W., Landers C., Targan S., Rotter J., Silverberg M.S. 
2012. Pattern recognition receptor and autophagy gene variants are associated with 
development of antimicrobial antibodies in Crohn’s disease. Inflammatory Bowel 
Diseases, 18: 1743–1748 
Nash A.K., Auchtung T.A., Wong M.C., Smith D.P., Gesell J.R., Ross M.C., Stewart 
C.J., Metcalf G.A., Muzny D.M., Gibbs R.A., Ajami N.J., Petrosino J.F. 2017. The 
gut mycobiome of the Human Microbiome Project healthy cohort. Microbiome, 5, 1: 
153, doi: 10.1186/s40168-017-0373-4: 13 str. 
Neyrinck A.M., Bindels L.B., Geurts L., Van Hul M., Cani P.D., Delzenne N.M. 2017. 
A polyphenolic extract from green tea leaves activates fat browning in high-fat-diet-
induced obese mice. The Journal of Nutritional Biochemistry, 49: 15–21 
Odamaki T., Kato K., Sugahara H., Hashikura N., Takahashi S., Xiao J., Abe F., Osawa 
R. 2016. Age-related changes in gut microbiota composition from newborn to 
centenarian: a cross-sectional study. BMC Microbiology, 16: 90, doi: 
10.1186/s12866-016-0708-5 
Ofosu A. 2016. Clostridium difficile infection: a review of current and emerging 
therapies. Annals of Gastroenterology, 29: 147–154 
Op De Beeck M., Lievens B., Busschaert P., Declerck S., Vangronsveld J., Colpaert 
J.V. 2014. Comparison and validation of some ITS primer pairs useful for fungal 
metabarcoding studies. PLoS ONE, 9, 6: e97629, doi: 
10.1371/journal.pone.0097629: 11 str. 
Ott S.J., Waetzig G.H., Rehman A., Moltzau-Anderson J., Bharti R., Grasis J.A., 
Cassidy L., Tholey A., Fickenscher H., Seegert D., Rosenstiel P., Schreiber S. 2017. 
Efficacy of sterile fecal filtrate transfer for treating patients with Clostridium difficile 
infection. Gastroenterology, 152: 799-811 
Ozdal T., Sela D.A., Xiao J., Boyacioglu D., Chen F., Capanoglu E. 2016. The 
reciprocal interactions between polyphenols and gut microbiota and effects on 
bioaccessibility. Nutrients, 8, 2: 78, doi: 10.3390/nu8020078: 36 str. 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Parkar S.G., Stevenson D.E., Skinner M.A. 2008. The potential influence of fruit 
polyphenols on colonic microflora and human gut health. International Journal of 
Food Microbiology, 124: 295–298 
Pintar Š., 2017. Izolacija in karakterizacija bakterije Clostridium difficile pri 
hospitaliziranih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo. Maribor, Medicinska 
fakulteta: 49 str. 
Pickard J.M., Zeng M.Y., Caruso R., Núñez G. 2017. Gut microbiota: role in pathogen 
colonization, immune responses, and inflammatory disease. Immunological Reviews, 
279: 70–89 
Poduval R.D., Pitchumoni C.S. 2000. Clostridium difficile and vancomycin-resistant 
Enterococcus: the new nosocomial alliance. American Journal of Gastroenterology, 
95, 12: 3513-3515 
Puupponen‐Pimiä R., Nohynek L., Hartmann‐Schmidlin S., Kähkönen M., Heinonen 
M., Määttä‐Riihinen K., Oksman‐Caldentey K.-M. 2005. Berry phenolics selectively 
inhibit the growth of intestinal pathogens. Journal of Applied Microbiology, 98: 991–
1000 
Qin J., Li R., Raes J., Arumugam M., Burgdorf K.S., Manichanh C., Nielsen T., Pons 
N., Levenez F., Yamada T., Mende D.R., Li J., Xu J., Li S., Li D., Cao J., Wang B., 
Liang H., Zheng H., Xie Y., Tap J., Lepage P., Bertalan M., Batto J.M., Hansen T., 
Le Paslier D., Linneberg A., Nielsen H.B., Pelletier E., Renault P., Sicheritz-Ponten 
T., Turner K., Zhu H., Yu C., Li S., Jian M., Zhou Y., Li Y., Zhang X., Li S., Qin N., 
Yang H., Wang J., Brunak S., Doré J., Guarner F., Kristiansen K., Pedersen O., 
Parkhill J., Weissenbach J., Bork P., Ehrlich S.D., Wang J. 2010. A human gut 
microbial gene catalogue established by metagenomic sequencing. Nature, 464: 59–
65 
Reeves A.E., Theriot C.M., Bergin I.L., Huffnagle G.B., Schloss P.D., Young V.B. 
2011. The interplay between microbiome dynamics and pathogen dynamics in a 
murine model of Clostridium difficile infection. Gut Microbes, 2: 145–158 
Rehman A., Rausch P., Wang J., Skieceviciene J., Kiudelis G., Bhagalia K., 
Amarapurkar D., Kupcinskas L., Schreiber S., Rosenstiel P., Baines J.F., Ott S. 2016. 
Geographical patterns of the standing and active human gut microbiome in health 
and IBD. Gut, 65: 238–248 
Robinson C.D., Auchtung J.M., Collins J., Britton R.A. 2014. Epidemic Clostridium 
difficile strains demonstrate increased competitive fitness compared to nonepidemic 
isolates. Infection and Immunity, 82: 2815–2825 
Roopchand D.E., Carmody R.N., Kuhn P., Moskal K., Rojas-Silva P., Turnbaugh P.J., 
Raskin I. 2015. Dietary polyphenols promote growth of the gut bacterium 
Akkermansia muciniphila and attenuate high-fat Diet–induced metabolic syndrome. 
Diabetes, 64: 2847–2858 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Sahebkar A., Ferri C., Giorgini P., Bo S., Nachtigal P., Grassi D. 2017. Effects of 
pomegranate juice on blood pressure: a systematic review and meta-analysis of 
randomized controlled trials. Pharmacological Research, 115: 149–161 
Salazar N., Valdés-Varela L., González S., Gueimonde M., de los Reyes-Gavilán C.G. 
2016. Nutrition and the gut microbiome in the elderly. Gut Microbes, 8: 82–97 
Schloss P.D., Westcott S.L., Ryabin T., Hall J.R., Hartmann M., Hollister E.B., 
Lesniewski R.A., Oakley B.B., Parks D.H., Robinson C.J., Sahl J.W., Stres B., 
Thallinger G.G., Van Horn D.J., Weber C.F. 2009. Introducing mothur: open-source, 
platform-independent, community-supported software for describing and comparing 
microbial communities. Applied Environmental Microbiology, 75: 7537–7541 
Schulze J., Sonnenborn U. 2009. Yeasts in the Gut: From commensals to infectious 
agents. Deutsches Ärzteblatt International, 106: 837–842 
Seekatz A.M., Young V.B. 2014. Clostridium difficile and the microbiota. Journal of 
clinical investigation, 124: 4182–4189 
Segata N., Izard J., Waldron L., Gevers D., Miropolsky L., Garrett W.S., Huttenhower 
C. 2011. Metagenomic biomarker discovery and explanation. Genome Biology, 12: 
R60, doi: 10.1186/gb-2011-12-6-r60: 18 str. 
Selma M.V., Espín J.C., Tomás-Barberán F.A. 2009. Interaction between phenolics and 
gut microbiota: role in human health. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 
57: 6485–6501 
Selma M.V., Beltrán D., García-Villalba R., Espín J.C., Tomás-Barberán F.A. 2014. 
Description of urolithin production capacity from ellagic acid of two human 
intestinal Gordonibacter species. Food & Function, 5: 1779–1784 
Shen A. 2015. A Gut Odyssey: The impact of the microbiota on Clostridium difficile 
spore formation and germination. PLOS Pathogens, 11: e1005157, doi: 
10.1371/journal.ppat.1005157: 7 str. 
Singh H., Nugent Z., Yu B.N., Lix L.M., Targownik L.E., Bernstein C.N. 2017. Higher 
incidence of Clostridium difficile infection among individuals with inflammatory 
bowel disease. Gastroenterology, 153: 430-438 
Sirohi S.K., Choudhury P.K., Dagar S.S., Puniya A.K., Singh D. 2013. Isolation, 
characterization and fibre degradation potential of anaerobic rumen fungi from cattle. 
Annals of Microbiology, 63: 1187–1194 
Šket R., Treichel N., Kublik S., Debevec T., Eiken O., Mekjavić I., Schloter M., Vital 
M., Chandler J., Tiedje J.M., Murovec B., Prevoršek Z., Likar M., Stres B. 2017. 
Hypoxia and inactivity related physiological changes precede or take place in 
absence of significant rearrangements in bacterial community structure: the PlanHab 
randomized trial pilot study. PLoS ONE, 12: e0188556, doi: 
10.1371/journal.pone.0188556: 26 str. 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




Sokol H., Pigneur B., Watterlot L., Lakhdari O., Bermudez-Humaran L.G., Gratadoux 
J.J., Blugeon S., Bridonneau C., Furet J.P., Corthier G., Grangette C., Vasquez N., 
Pochart P., Trugnan G., Thomas G., Blottière H.M., Doré J., Marteau P., Seksik P., 
Langella P. 2008. Faecalibacterium prausnitzii is an anti-inflammatory commensal 
bacterium identified by gut microbiota analysis of Crohn disease patients. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 
105: 16731–16736 
Sokol H., Leducq V., Aschard H., Pham H.P., Jegou S., Landman C., Cohen D., Liguori 
G., Bourrier A., Nion-Larmurier I., Cosnes J., Seksik P., Langella P., Skurnik D., 
Richard M.L., Beaugerie L. 2016. Fungal microbiota dysbiosis in IBD. Gut, 66, 6: 
1039-1048 
Sokol H., Jegou S., McQuitty C., Straub M., Leducq V., Landman C., Kirchgesner J., 
Gall, G.L., Bourrier A., Nion-Larmurier I., Cosnes J., Seksik P., Richard M.L., 
Beaugerie L. 2018. Specificities of the intestinal microbiota in patients with 
inflammatory bowel disease and Clostridium difficile infection. Gut Microbes, 9: 55–
60 
de Souza E.L., de Albuquerque T.M.R., dos Santos A.S., Massa N.M.L., de Brito Alves 
J.L. 2018. Potential interactions among phenolic compounds and probiotics for 
mutual boosting of their health-promoting properties and food functionalities – a 
review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 29: 1–15 
Strati F., Di Paola M., Stefanini I., Albanese D., Rizzetto L., Lionetti P., Calabrò A., 
Jousson O., Donati C., Cavalieri D., De Filippo C. 2016. Age and gender affect the 
composition of fungal population of the human gastrointestinal tract. Frontiers in 
Microbiology 7: 1227, doi: 10.3389/fmicb.2016.01227: 16 str. 
Sullivan Å., Edlund C., Nord C.E. 2001. Effect of antimicrobial agents on the 
ecological balance of human microflora. The Lancet Infectious Diseases, 1: 101–114 
Swidsinski A., Weber J., Loening-Baucke V., Hale L.P., Lochs H. 2005. Spatial 
organization and composition of the mucosal flora in patients with inflammatory 
bowel disease. Journal of Clinical Microbiology, 43: 3380–3389 
Theriot C.M., Bowman A.A., Young V.B. 2016. Antibiotic-induced alterations of the 
gut microbiota alter secondary bile acid production and allow for Clostridium 
difficile spore germination and outgrowth in the large intestine. MSphere, 1: e00045-
15, doi: 10.1128/mSphere.00045-15: 16 str. 
Thursby E., Juge N. 2017. Introduction to the human gut microbiota. Biochemical 
Journal, 474: 1823–1836 
Tiihonen K., Ouwehand A.C., Rautonen N. 2010. Human intestinal microbiota and 
healthy ageing. Ageing Research Reviews, 9: 107–116 
Tomás-Barberán F.A., Espín J.C. 2019. Effect of food structure and processing on 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




(poly)phenol–gut microbiota interactions and the effects on human health. Annual 
Review of Food Science and Technology, doi: 10.1146/annurev-food-032818-
121615: 18 str. 
Tomás-Barberán F.A., González-Sarrías A., García-Villalba R., Núñez-Sánchez M.A., 
Selma M.V., García-Conesa M.T., Espín J.C. 2017. Urolithins, the rescue of “old” 
metabolites to understand a “new” concept: metabotypes as a nexus among phenolic 
metabolism, microbiota dysbiosis, and host health status. Molecular Nutrition & 
Food Research, 61, 1, doi: 10.1002/mnfr.201500901: 35 str. 
Truchado P., López-Gálvez F., Gil M.I., Tomás-Barberán F.A., Allende A. 2009. 
Quorum sensing inhibitory and antimicrobial activities of honeys and the relationship 
with individual phenolics. Food Chemistry, 115: 1337–1344 
Truong C., Schroeder L.F., Gaur R., Anikst V.E., Komo I., Watters C., McCalley E., 
Kulik C., Pickham D., Lee N.J., Banaei N. 2017. Clostridium difficile rates in 
asymptomatic and symptomatic hospitalized patients using nucleic acid testing. 
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 87: 365–370 
Tung J.M., Dolovich L.R., Lee C.H. 2009. Prevention of Clostridium difficile infection 
with Saccharomyces boulardii: a systematic review. Canadian Journal of 
Gastroenterology, 23: 817–821 
Underhill D.M., Iliev I.D. 2014. The mycobiota: interactions between commensal fungi 
and the host immune system. Nature Reviews Immunology, 14: 405–416 
Vendrame S., Guglielmetti S., Riso P., Arioli S., Klimis-Zacas D., Porrini M. 2011. Six-
week consumption of a wild blueberry powder drink increases Bifidobacteria in the 
human gut. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59: 12815–12820 
Wagner J., Sim W., Bishop R.F., Catto-Smith A.G., Cameron D.J.S., Kirkwood C.D. 
2011. Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in children with early-onset 
Crohn’s disease: a longitudinal follow-up study. Inflammatory Bowel Diseases, 17: 
1825–1826 
Wang B., Yao M., Lv L., Ling Z., Li L. 2017. The human microbiota in health and 
disease. Engineering, 3: 71–82 
Wang Z., Fan R., Wang L., Zhou J., Zheng S., Hu S., Chen M., Zhang T., Lin Y., Zhang 
M., Zhong J. 2015. Genetic association between CARD9 variants and inflammatory 
bowel disease was not replicated in a Chinese Han population. International Journal 
of Clinical and Experimental Pathology, 8, 10: 13465–13470 
Weingarden A.R., Chen C., Bobr A., Yao D., Lu Y., Nelson V.M., Sadowsky M.J., 
Khoruts A. 2014. Microbiota transplantation restores normal fecal bile acid 
composition in recurrent Clostridium difficile infection. American Journal of 
Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology, 306: 310–319 
Wexler A.G., Goodman A.L. 2017. An insider’s perspective: Bacteroides as a window 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  




into the microbiome. Nature Microbiology, 2: 17026, doi: 
10.1038/nmicrobiol.2017.26: 11 str. 
Willing B.P., Dicksved J., Halfvarson J., Andersson A.F., Lucio M., Zheng Z., Järnerot 
G., Tysk C., Jansson J.K., Engstrand L. 2010. A pyrosequencing study in twins 
shows that gastrointestinal microbial profiles vary with inflammatory bowel disease 
phenotypes. Gastroenterology, 139: 1844-1854 
Woodmansey E.J., McMurdo M.E.T., Macfarlane G.T., Macfarlane S. 2004. 
Comparison of compositions and metabolic activities of fecal microbiotas in young 
adults and in antibiotic-treated and non-antibiotic-treated elderly subjects. Applied 
Environmental Microbiology, 70: 6113–6122 
Wu B.N., O’Sullivan A.J. 2011. Sex differences in energy metabolism need to be 
considered with lifestyle modifications in humans. Journal of Nutrition and 
Metabolism , 2011: 391809, doi: 10.1155/2011/391809: 7 str. 
Wu S., Tian L. 2017. Diverse phytochemicals and bioactivities in the ancient fruit and 
modern functional food pomegranate (Punica granatum). Molecules, 22: E1606, doi: 
10.3390/molecules22101606: 17 str. 
Zhang J., Guo Z., Lim A.A.Q., Zheng Y., Koh E.Y., Ho D., Qiao J., Huo D., Hou Q., 
Huang W., Wang L., Javzandulam C., Narangerel C., Jirimutu, Menghebilige, Lee 
Y.K., Zhang H. 2014. Mongolians core gut microbiota and its correlation with 
seasonal dietary changes. Scientific Reports, 4: 5001, doi: 10.1038/srep05001: 11 str. 
Zhang S., Yang J., Henning S.M., Lee R., Hsu M., Grojean E., Pisegna R., Ly A., Heber 
D., Li Z. 2017. Dietary pomegranate extract and inulin affect gut microbiome 
differentially in mice fed an obesogenic diet. Anaerobe, 48: 184–193 
Zhernakova A., Festen E.M., Franke L., Trynka G., van Diemen C.C., Monsuur A.J., 
Bevova M., Nijmeijer R.M., van ‘t Slot R., Heijmans R., Boezen H.M., van Heel 
D.A., van Bodegraven A.A., Stokkers P.C., Wijmenga C., Crusius J.B., Weersma 
R.K. 2008. Genetic analysis of innate immunity in Crohn’s disease and ulcerative 
colitis identifies two susceptibility loci harboring CARD9 and IL18RAP. American 
Journal of Human Genetics, 82: 1202–1210 
Zhernakova A., Kurilshikov A., Bonder M.J., Tigchelaar E.F., Schirmer M., Vatanen T., 
Mujagic Z., Vila, A.V., Falony G., Vieira-Silva S., Wang J., Imhann F., Brandsma 
E., Jankipersadsing S.A., Joossens M., Cenit M.C., Deelen P., Swertz M.A., 
Weersma R.K., Feskens E.J., Netea M.G., Gevers D., Jonkers D., Franke L., 
Aulchenko Y.S., Huttenhower C., Raes J., Hofker M.H., Xavier R.J., Wijmenga C., 
Fu J. 2016. Population-based metagenomics analysis reveals markers for gut 
microbiome composition and diversity. Science, 352: 565–569 
Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  














Mentorici prof. dr. Maji Rupnik, ki v stranpoteh mojega jinga in janga odkriva smeri, na 
katerih imam svobodo udejaniti najboljšo verzijo sebe. 
Predsedniku ter članoma komisije, doc. Mateju Butali, prof. dr. Kristini Gruden ter prof. 
dr. Sašu Džeroskem za strokoven pristop ter pomemben prispevek k boljši podobi 
doktorske naloge. 
Sodelavcem Sandri, Valeriji, Tanji, Sabini, Stini ter Aleksandru No.1 za strokovno 
pomoč, energijo in iskreno prijateljstvo skozi mikrobiološke ter sociološke 
eksperimente. 
Mami Zmagi, očetu Karlotu ter ostali družini za ljubezen ter neomajno podporo, da vsi 
moji dosežki in zablode na koncu naletijo na topel dom. 









Mahnič A. Vpliv modulacije črevesne mikrobiote na kolonizacijo z bakterijo Clostridium difficile.  





Priloga A: Populacijska analiza razlik v sestavi bakterijske združbe med zdravimi prostovoljci in 
podskupinama hospitaliziranih bolnikov. 
V seznamu so navedene bakterijske skupine (OTU-ji), ki so bili značilno povišani v relativni zastopanosti glede 
na obe ostali skupini vzorcev. Prikazanih je najvišje uvrščenih 30 OTU-jev glede na vrednost LDA (linearna 
diskriminatorna analiza, LEfSe). 
Appendix A: Population analysis of differentially represented bacterial OTUs between healthy volunteers 
hospitalized patients with IBD and other hospitalized patients. 
Listed OTUs were higher in abundance in comparison to other two groups and are shown with corresponding 




KVČB r_Enterococcus (Otu000004) 4,811
r_Escherichia_Shigella (Otu000003) 4,800
r_Streptococcus (Otu000059) 3,929
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Priloga B: Populacijska analiza sprememb v sestavi bakterijske združbe po modulaciji s polifenolnimi 
ekstrakti v šaržnem sistemu. 
V seznamu so navedene bakterijske skupine (OTU-ji), ki so bili značilno povišani v relativni zastopanosti glede 
na vse ostale skupine vzorcev. Bakterijkse skupine so razporejene glede na tip polifenolnega ekstrakta, ki je bil 
uporabljen za modulacijo mikrobne združbe, ne glede na koncentracijo ekstrakta. Moč LEfSe testa je 
prikazana z vrednostjo LDA. 
Appendix B: Population analysis of differentially represented bacterial OTUs after microbiota modulation 
with polyphenolic extract in a simple batch model. 
Listed OTUs were higher in abundance in comparison to other four groups and are shown with corresponding 
LDA value (Linear discriminatory analysis, LEfSe test). 
 
Skupina OTU LDA







PE granatnega jabolka (sok) r_Sutterella (Otu8) 4,068
r_Bacteroides (Otu6) 4,021
r_Oscillibacter (Otu46) 3,005
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Priloga C: Spremembe v sestavi bakterijske združbe tekom trajanja poskusa v sistemu pretočnih 
bioreaktorjev. 
Prikazani so rezultati Perasonovega testa korelacije (A) pri čemer smo dodatno izpostavili en OTU, ki je v 
relativni zastopanost najbolj padal s časom (rdeč okvir) ter šest OTU-jev, ki so s časom naraščali (moder 
okvir). Ti so dodatno prikazani s pripadajočo taksonomijo ter vrednostjo Pearsonovega koeficienta korelacije 
(B). 
Appendix C: Changes in bacterial microbiota associated with the incubation period in the system of 
continuous flow bioreactors. 
Scatter plot shows OTUs arranged according to the Pearson correlation coefficient correlated with the time of 
incubation. Most significantly correlated OTUs are highlighted with red and blue bracket (A) and additionally 
presented with a histogram (B). 
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Priloga D: Populacijska analiza sprememb v sestavi bakterijske združbe po modulaciji z antibiotikom 
klindamicinom v sistemu pretočnih bioreaktorjev. 
V seznamu so navedene bakterijske skupine (OTU-ji), ki so bili značilno povišani v relativni zastopanosti glede 
na vse ostale skupine vzorcev. Moč LEfSe testa je prikazana z vrednostjo LDA. 
Appendix D: Population analysis of differentially represented bacterial OTUs after microbiota modulation 
with clindamycin in the system of continuous flow bioreactors. 
Listed OTUs were higher in abundance in comparison to the other group and are shown with corresponding 
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Priloga E: Populacijska analiza sprememb v sestavi bakterijske združbe za mikrobiote, ki so bile v sistemu 
pretočnih bioreaktorjev izpostavljene PE in ne klindamicinu. 
V seznamu so navedene bakterijske skupine (OTU-ji), ki so bili značilno povišani v relativni zastopanosti glede 
na vse ostale skupine bioreaktorjev. Moč LefSe testa je prikazana z vrednostjo LDA. 
Appendix E: Population analysis of differentially represented bacterial OTUs after microbiota modulation 
solely with different polyphenolic extracts in the system of continuous flow bioreactors. 
Listed OTUs were higher in abundance in comparison to other three groups and are shown with 





























PE granatnega jabolka r_Clostridium_XlVa_(Otu3) 4,073
(400mg/L) r_Phascolarctobacterium_(Otu4) 4,263
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Priloga F: Populacijska analiza sprememb v sestavi bakterijske združbe za mikrobiote, ki so bile v sistemu 
pretočnih bioreaktorjev izpostavljene PE v kombinaciji s klindamicinom. 
V seznamu so navedene bakterijske skupine (OTU-ji), ki so bili značilno povišani v relativni zastopanosti glede 
na vse ostale skupine bioreaktorjev. Moč LefSe testa je prikazana z vrednostjo LDA. 
Appendix F: Population analysis of differentially represented bacterial OTUs after microbiota modulation 
with clindamycin in combination with different polyphenolic extracts in the system of continuous flow 
bioreactors. 
Listed OTUs were higher in abundance in comparison to other three groups and are shown with 








PE borovnic r_Clostridium_XlVa_(Otu3) 4,239
(400mg/L) r_Clostridium_XlVa_(Otu60) 2,979
r_Enterococcus_(Otu61) 2,603
PE granatnega jabolka r_Peptoniphilus_(Otu30) 3,911
(100mg/L) r_Clostridium_IV_(Otu67) 2,850
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Priloga G: Koncentracija ter aktivnost toksinov TcdA in TcdB v časovni točki 2 dni po inkulaciji pretočnega 
bioreaktorja z bakterijo C. difficile. 
Tabela prikazuje rezultate testa ELISA za kvantifikacijo toksinov TcdA in TcdB, ki so normalizirane glede na 
število kolonijskih enot bakterije C. difficile (stolpec 1 in 2) ter aktivnost toksinov na podlagi testa 
citotoksičnosti na celični liniji Vero (stolpec 3 in 4). Stolpec 3 prikazuje relativne enote citotoksičnosti (REC), 
medtem ko so v stolpcu 4 REC vrednosti normalizirane glede na število kolonijskih enot bakterije C. difficile. 
Appendix G: Quantification of concentration of toxins TcdA and TcdB in the time point two days after 
inoculation of bioreactors with C. difficile in the system of continuous flow bioreactors. 
Table shows concentration of toxins normalized to colony forming unit of C. difficile (column 1 and 2) and 
activity of toxins based on cytotoxicity test on Vero cell line (column 3 and 4). Column 3 shows relative 




Elisa CD toksin A 
/keCD




K 1 PMD PMD 2,236 0,000
K 2 PMD PMD 2,236 0,000
K 3 PMD PMD 2,236 0,000
K + A  1 PMD 4,89028E-06 3125,000 0,012
K + A  2 PMD 2,038E-05 6987,712 0,066
K + A  3 PMD PMD 1397,542 0,021
K + B (400 mg/L) 1 PMD PMD 2,236 0,000
K + B (400 mg/L) 2 PMD PMD 2,236 0,000
K + B (400 mg/L) 3 PMD PMD 2,236 0,000
K + B (400 mg/L) + A  1 1,00929E-05 2,34865E-05 34938,562 0,087
K + B (400 mg/L) + A  2 8,71778E-06 5,03704E-05 15625,000 0,117
K + B (400 mg/L) + A  3 1,21196E-05 6,18358E-05 15625,000 0,117
K + GJ (100 mg/L) 1 PMD PMD 2,236 0,000
K + GJ (100 mg/L) 2 PMD PMD 2,236 0,000
K + GJ (100 mg/L) 3 PMD PMD 2,236 0,000
K + GJ (100 mg/L) + A  1 2,06246E-06 1,09849E-05 15625,000 0,026
K + GJ (100 mg/L) + A  2 4,69397E-06 2,48408E-05 15625,000 0,059
K + GJ (100 mg/L) + A  3 PMD 5,89635E-06 3125,000 0,023
K + GJ (400 mg/L) 1 PMD PMD 55,902 0,000
K + GJ (400 mg/L) 2 PMD PMD 25,000 0,000
K + GJ (400 mg/L) 3 PMD PMD 2,236 0,000
K + GJ (400 mg/L) + A  1 5,40577E-07 6,49044E-07 279,508 0,000
K + GJ (400 mg/L) + A  2 PMD 1,8094E-06 55,902 0,000
K + GJ (400 mg/L) + A  3 PMD PMD 125,000 0,002
